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Effets cellulaires et voies de signalisation activés par le facteur anticoagulant,  
la protéine S, sur les cellules endothéliales : implication lors de l’angiogenèse 
------------------------------------------------------------------------------------- 
 
L’angiogenèse est un processus physiologique qui correspond à la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’un réseau vasculaire préexistant et est régulée par 
l’équilibre entre les facteurs endogènes pro- et anti-angiogéniques. La rupture de cet équilibre 
est associée à de nombreuses pathologies dont l’ischémie, la rétinopathie ou encore la 
progression tumorale. Etant donné que les cellules endothéliales, principal type cellulaire 
composant les vaisseaux sanguins, expriment les récepteurs à activité tyrosine kinase du 
facteur anticoagulant, la protéine S, Tyro3, Axl et Mer et produisent de la protéine S, 
l’objectif de ce travail est d’étudier le rôle de la protéine S dans l’angiogenèse. Dans la 
première partie de ce travail, nous avons montré in vivo que la protéine S inhibe l’angiogenèse 
induite par les facteurs pro-angiogéniques (VEGFA et FGF2). Parallèlement, nous avons 
observé in vitro une inhibition par la protéine S de la prolifération et de la migration des 
cellules endothéliales induites par le VEGFA. Cet effet est corrélé à l’inhibition par la 
protéine S des voies de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 et de la phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3K) induites par le VEGFA. Nous avons ensuite mis en évidence, par l’utilisation 
d’inhibiteurs pharmacologiques et de petits ARN interférents, que la protéine S inhibe, via 
l’activation du récepteur Mer et le recrutement de la protéine phosphatase SHP2, l’activation 
du VEGFR2, le principal récepteur du VEGFA. Dans la deuxième partie, nous avons montré 
de manière intéressante que le rôle joué par la protéine S lors de l’angiogenèse est plus 
complexe, puisqu’elle est capable d’activer directement la voie de signalisation des MAP-
Kinases Erk 1/2 et d’induire la prolifération des cellules endothéliales. Ces effets cellulaires et 
moléculaires requièrent l’activation du récepteur Mer, puis le recrutement de la protéine 
kinase SRC permettant alors l’activation de la protéine phosphatase SHP2 responsable de 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2. Nos résultats décrivent pour la première fois 
un rôle régulateur de la protéine S sur l’angiogenèse in vitro et in vivo, ce qui ouvre la voie au 
développement de nouveaux traitements pro- ou anti-angiogéniques. 
 
Mots clés : Protéine S, angiogenèse, prolifération, migration, voies de signalisation, VEGFA 
 
Laboratoire : Institut de Physiologie et de Biologie Cellulaires (IPBC), CNRS FRE 3511 
 Bât B36, Pôle Biologie Santé – 1, rue Georges Bonnet BP633 
 86022 Poitiers Cedex 
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Cellular effects and signaling pathways activated by the anticoagulant factor,  
protein S, on endothelial cells in the angiogenic process 
------------------------------------------------------------------------------------- 
 
Angiogenesis is a physiological process that leads to new blood vessel formation and 
is regulated by a balance between pro- and anti-angiogenic endogenous factors. Disruption of 
this balance leads to many pathologies such as ischemia, retinopathies or tumor growth. 
Because endothelial cells, the main cellular type composing blood vessels, produce the 
anticoagulant factor, protein S and express its tyrosine kinase receptors Tyro3, Axl and Mer, 
we investigated the implication of protein S in angiogenesis. In the first part of this work, we 
demonstrated that protein S inhibits pro-angiogenic factors (VEGFA and FGF2)-induced 
angiogenesis in vivo. We also observed an inhibition of VEGFA-dependent endothelial cell 
proliferation and migration induced by protein S. These effects were correlated with protein S 
induced inhibition of VEGFA-dependent MAP-Kinases (Erk1, Erk2) and phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3K) activation. Furthermore, we demonstrated, using pharmacological inhibitors 
and small interfering RNAs, that protein S inhibits VEGFA-induced VEGFR-2 activation 
through Mer receptor activation and SHP2 protein phosphatase recruitment. In the second 
part, we demonstrated that, protein S on its own, is able to induce MAP-Kinases Erk 1/2 
pathway activation and endothelial cells proliferation. These cellular and molecular effects 
involved Mer receptor and SHP2 protein activation and required protein kinase SRC 
recruitment. Our results describe for the first time that protein S is an endogenous regulator 
for angiogenesis both in vitro and in vivo and may form the framework for the use of protein 
S as part of an anti-angiogenic treatment. 
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Avant propos 
 
Mon travail de thèse a été effectué du mois d’octobre 2009 au mois de septembre 2012 
au sein de l’UMR CNRS 6187 (CNRS FRE 3511 depuis le mois de janvier 2012) dirigé par le 
Pr. Frédéric Becq au sein de l’équipe 3 : Physiopathologie de la Communication et 
Différenciation Cellulaires dont le responsable est le Pr. Marc Mesnil. L’axe thématique du 
groupe « Protéines Vitamine K-Dépendantes » (PVKD) dirigé par le Pr. Omar Benzakour 
dans lequel j’ai réalisé ma thèse centre ses travaux autour du rôle de ces protéines (PVKD) 
dans divers processus biologiques tels que la phagocytose, l’activité des cellules souches 
neurales, la croissance tumorale et l’angiogenèse. Mon projet de thèse, codirigé par le Pr. 
Omar Benzakour et le Dr. Arnaud Monvoisin, s’est focalisé sur le rôle d’une protéine 
vitamine K-dépendante particulière : la protéine S, au cours d’un processus biologique 
particulier : l’angiogenèse. 
Les travaux réalisés au cours de mon stage Master 2 en 2008 dans la même équipe 
avaient mis en évidence le rôle joué par la protéine S au cours de la croissance tumorale ainsi 
que le rôle anti-angiogénique de la protéine S in vivo. L’équipe d’accueil n’ayant pas 
bénéficié d’une bourse de thèse, j’ai travaillé en tant que technicien dans le laboratoire de 
cryobiologie de l’Etablissement Français du Sang (EFS) de Poitiers du mois de janvier au 
mois de septembre 2009, en attendant l’attribution d’une bourse de thèse (octobre 2009). 
Cette thématique, poursuivie par Julie Talbot durant son stage de Master 2 l’année précédant 
mon arrivée en thèse, a mis en évidence le rôle joué par la protéine S au cours de la 
prolifération et de la migration des cellules endothéliales dépendantes du VEGFA. 
Suite à ces premiers travaux, nous avons orienté ma thèse sur le rôle de la protéine S 
au cours de la croissance tumorale et de l’angiogenèse. En outre, j’ai été impliqué dans un 
autre aspect des travaux de l’équipe concernant l’inhibition de la croissance tumorale in vivo 
et in vitro ainsi que la dissémination de métastases in vivo par des protéines vitamine K-
dépendantes. Ces travaux font aujourd’hui partie d’un brevet non abordé dans ce manuscrit 
pour des raisons de confidentialité (Invention déposé à l’INPI le 14 novembre 2011 au nom 
du CNRS et de l’Université de Poitiers, n° dossier : BR89500SLHKC). 
Parallèlement à ces travaux, j’ai approfondi les résultats obtenus concernant l’effet 
anti-angiogénique exercé par la protéine S et j’ai développé un autre aspect de ces résultats : 
le rôle direct joué par la protéine S sur les cellules endothéliales. L’ensemble de ces travaux 
est rapporté dans ce manuscrit. 
 
Avant propos 
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La première partie de ce manuscrit est une étude bibliographie portant sur 
l’angiogenèse et sa régulation, ainsi que sur la protéine S, ses récepteurs TAM et les nouveaux 
rôles qui lui sont attribués en tant que ligand. Dans cette partie je détaille plus 
particulièrement le rôle joué par le VEGFA dans l’angiogenèse et la régulation de sa 
signalisation par la famille des protéines phosphatases. Cette partie se termine par une 
synthèse des connaissances actuelles concernant l’implication de la protéine S dans le système 
vasculaire. 
Après avoir décrit les différentes techniques utilisées pour mener à bien ce projet dans 
une deuxième partie, je décris les résultats obtenus concernant le rôle anti-angiogénique de la 
protéine S. Ces travaux, acceptés pour publication dans le journal Blood le 18 septembre 
2012, sont actuellement disponibles en tant que première édition en ligne en attendant leur 
publication. Le deuxième chapitre de la partie résultats décrit le rôle direct joué par la protéine 
S sur les cellules endothéliales. Ces travaux feront l’objet d’une publication en cours de 
rédaction. 
Enfin, dans la dernière partie du manuscrit, je discute l’ensemble de ces résultats, 
notamment les deux rôles joués par la protéine S dans le système vasculaires et ouvre des 
perspectives quant à la poursuite de ces travaux. 
Souhaitant poursuivre la compréhension du rôle joué par les facteurs de la coagulation 
sanguine dans le système vasculaire, j’ai été associé à une demande de financement européen 
via le programme Marie Curie intitulé « Factor VII activating protease (FSAP): A novel 
molecular link between coagulation and angiogenesis », dont l’auteur et le coordonateur est le 
Pr. Sandip Kanse (université d’Oslo, Norvège) en collaboration avec le Pr. Omar Benzakour. 
Cette demande de financement s’il elle est accorder me permettrait d’étudier, au sein du 
laboratoire du Pr. Sandip Kanse sous la forme d’un stage post-doctoral, le rôle joué par le 
facteur VII de la coagulation sanguine dans le système vasculaire. 
Lors de ma dernière année de thèse (2011/2012) j’ai effectué 64 h d’enseignements 
dans la section CNU 65 (Biologie Cellulaire) dont le coordinateur est le Pr. Jean-Marc Muller. 
Au cours de ces 3 années de thèse, j’ai participé et présenté mon travail dans 2 congrès 
internationaux (Cell Signalomics, Luxembourg 2011 et International Vascular Biology 
Meeting, Wiesbaden 2012) ainsi qu’aux 2 congrès de la Société Française d’Angiogenèse 
(Montpellier 2010 et Bordeaux 2011). Le Groupe Poitevin de la Recherche contre le Cancer 
m’attribué en 2012, lors de leur 3ème journée, le prix de la meilleur présentation orale. 
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 Chapitre 1 : L’angiogenèse 
L’émergence du réseau vasculaire au cours de l’évolution a permis d’approvisionner 
les organes et les tissus. La diffusion passive de l’oxygène, dans un tissu, étant limitée à 200 
µm, l’apparition de la vascularisation a permis le développement d’organismes complexes.1 
La formation de ce système constitue l’un des évènements clés au cours du développement 
embryonnaire et résulte de la succession de deux processus distincts : la vasculogenèse et 
l’angiogenèse. 
• La vasculogenèse correspond à la formation d’un réseau vasculaire primitif à partir de 
cellules hémangioblastiques dans l’embryon.2 Les cellules du mésoderme se différencient en 
précurseurs des cellules endothéliales (angioblastes) qui prolifèrent et coalescent pour former 
des ébauches de vaisseaux sanguins primitifs peu ou non fonctionnels à ce stade.3,4 
• L’angiogenèse correspond à la formation de nouveaux vaisseaux, à partir des 
vaisseaux préexistants. Le terme angiogenèse a été utilisé pour la première fois en 1787 par le 
Dr John Hunter (Ouvrage Palmer JF, 1835). Il provient du Grec « angio » pour vaisseaux et 
« genèse » pour création. L’angiogenèse intervient non seulement lors du développement 
embryonnaire, mais aussi dans des processus physiologiques (vascularisation mammaire et 
placentaire) et pathologiques (croissance tumorale, rétinopathie diabétique…) chez l’adulte. 
Lors de l’embryogenèse, le réseau vasculaire primitif précédemment formé par vasculogenèse 
est remodelé en réseau vasculaire mature composé de veines, d’artères et de capillaires.4-6 En 
parallèle à l’angiogenèse et en étroite relation avec celle-ci, un deuxième réseau de vaisseaux 
se forme, le réseau lymphatique. Cette étape est appelée lymphangiogenèse. Ces deux réseaux 
physiquement liés sont impliqués dans de nombreuses pathologies, notamment lors de la 
croissance tumorale et de la dissémination de métastases.7,8 
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Figure 1 : Schéma de la structure d’une artère  
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1 L’angiogenèse physiologique 
1.1 Structure et fonction du système vasculaire 
La principale fonction du système vasculaire est d’assurer la circulation du sang à 
travers l’organisme via le cœur. Le réseau artériel part du cœur et achemine le sang oxygéné 
vers les organes et tissus, tandis que le réseau veineux ramène le sang hypoxique vers le cœur. 
Une fois arrivé au niveau des organes le système artériel se divise en artérioles puis en 
métartérioles et enfin en capillaires. Le réseau vasculaire est donc composé de trois types de 
vaisseaux sanguins : les artères et veines, les artérioles et veinules et enfin les capillaires.4,9 
1.1.1 Les artères et veines 
Les artères et les veines, dont le diamètre de la lumière peut varier de 1 à 2 cm pour 
les artères élastiques et de 1 mm à 2 cm pour les artères musculaires, sont composées de trois 
tuniques morphologiquement distinctes de la lumière vers la périphérie : l’intima limitée par 
la couche interne élastique (LEI), la média limitée par la couche externe élastique (LEE) et 
l’adventice (figure 1).4 L’épaisseur de cette succession de couches cellulaires est de 1 mm  
pour les artères musculaires à 2 mm pour les artères élastiques. 
1.1.1.1 L’intima 
L’intima est la couche la plus interne et la plus fine des vaisseaux sanguins. Elle est 
constituée d’une monocouche de cellules endothéliales, appelée endothélium. Cet 
endothélium qui repose sur la membrane basale vasculaire est en contact direct avec la 
circulation sanguine. L’endothélium a longtemps été considéré comme une barrière inerte 
séparant le sang des organes. Les connaissances actuelles montrent que les cellules 
endothéliales qui le constituent sécrètent des facteurs autocrines et paracrines importants lors 
de nombreux phénomènes physiologiques et pathologiques.10 Du fait de son contact avec la 
circulation sanguine, l’endothélium vasculaire assure plusieurs fonctions physiologiques mais 
aussi pathologiques (figure 2) 11,12 : 
• Barrière physique permettant au sang de conserver sa fluidité, en participant aux trois 
étapes de l’hémostase : le temps pariétal (composé du temps vasculaire et du temps 
plaquettaire), le temps plasmatique et le temps thrombodynamique.11 
• Barrière perméable permettant les apports d’oxygène, de nutriments aux organes mais 
aussi l’élimination des déchets pour assurer le bon fonctionnement des organes, ainsi que la 
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Figure 3 : Structure des différents types de vaisseaux sanguins 
Modifiée d’après Jain RK, Nat. Medicine 2003.4 
 
 
(A) Vaisseau sanguin. 
(B) Artériole ou veinule. 
(C) Capillaire. 
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pénétration de cellules (immunitaires, inflammatoires ou tumorales) afin d’assurer la défense 
des organes.11 
• Barrière dynamique, permettant l’homéostasie cellulaire ainsi que la formation de 
nouveaux vaisseaux à partir des vaisseaux préexistants par angiogenèse. 
• Barrière régulatrice permettant de réguler le tonus vasculaire et le flux sanguin par la 
sécrétion de substances contractiles telles que l’endothéline, ou relaxantes, telles que le 
monoxyde d’azote (NO), en agissant sur les cellules musculaires de la média sous-jacente.11 
1.1.1.2 La média 
La média est la couche intermédiaire des artères et des veines. Elle se compose 
essentiellement de cellules musculaires lisses (figure 1) participant à la contraction ou à la 
relaxation des vaisseaux sanguins en réponses aux facteurs sécrétés par les cellules 
endothéliales sous-jacentes et à la régulation du tonus vasculaire. 
1.1.1.3 L’adventice 
L’adventice est la tunique la plus externe des vaisseaux sanguins. Elle est 
essentiellement constituée d’une couche de tissu conjonctif peu organisé (collagène IV, 
laminine) et de fibroblastes assurant l’ancrage du vaisseau dans le tissu (figure 1). La figure 
3A montre un exemple de composition d’une artère comparée à celle d’une artériole (figure 
3B) et d’un capillaire sanguin (figure 3D). 
1.1.2 Les artérioles et veinules 
Les artérioles et veinules sont constituées d’une monocouche de cellules endothéliales 
et de cellules musculaires lisses plus ou moins éparses, implantées dans la lame basale des 
cellules endothéliales (figure 3B). Le diamètre de leur lumière est d’environ 30 µm et 
l’épaisseur des couches cellulaires de 20 µm. 
1.1.3 Les capillaires 
Les capillaires sont les vaisseaux les plus fins du système artériel (le diamètre de leur 
lumière est de 5 à 8 µm et celui des couches cellulaires de 1 µm). Ils sont constitués 
uniquement d’une couche de cellules endothéliales recouverte de quelques péricytes associés 
à la membrane basale vasculaire elle-même composée essentiellement de collagène IV (figure 
3C). Lors de la ramification des artérioles et veinules en capillaires, les cellules musculaires 
lisses qui les composent sont remplacées par les péricytes, qui ont la même origine 
ontogénique. Les vaisseaux sanguins immatures, formés lors de la vasculogenèse, sont quant à 
eux uniquement composés d’un tube formé par les cellules endothéliales (figure 3D). 
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Figure 5 : Formation embryonnaire de l’arbre vasculaire 
Modifiée d’après Adams RH et Alitalo K, Nat. Rev. Mol. Cell Biol 2007.13 
 
(A) Hémangioblastes. 
(B) Ilôts sanguins. 
(C) Fusion des îlots sanguins. 
(D) Arbre vasculaire primitif. 
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1.2 Formation et développement du système vasculaire 
1.2.1 Vasculogenèse ou la formation de l’arbre vasculaire 
La vasculogenèse intervient essentiellement au cours du développement 
embryonnaire. Cette étape correspond à la formation d’un réseau vasculaire primitif à partir 
de cellules progénitrices endothéliales appelées hémangioblastes et angioblastes, issues du 
mésoderme.6 Les hémangioblastes (figure 4A) se différencient puis s’agrègent formant ainsi 
des îlots sanguins extra-embryonnaires composés de cellules souches hématopoïétiques au 
centre et d’angioblastes à leur périphérie (figure 4B). Par la suite, les îlots sanguins ainsi 
formés fusionnent pour former un plexus capillaire primaire (arbre vasculaire primitif), tandis 
que les angioblastes se différencient à leur tour en cellules endothéliales (figure 4C) à 
l’origine de l’endothélium composant tous les vaisseaux sanguins (figure 4D).6 Si la 
vasculogenèse est un phénomène ayant lieu au cours du développement embryonnaire, la 
présence de cellules progénitrices endothéliales, provenant de la moelle osseuse, dans le sang 
périphérique a été mise en évidence.14 Ces observations suggèrent que le phénomène de 
vasculogenèse pourrait également se produire chez l’adulte notamment lors du processus de 
néo-vascularisation de certaines tumeurs.15 Ce phénomène est finement régulé par différents 
facteurs de croissance dont les plus étudiés sont le Vascular Endothelial Growth Factor 
(VEGF), le Fibroblast Growth Factor (FGF) ou encore le Transforming Growth Factor-β 
(TGF-β).16 
1.2.2 Angiogenèse ou l’expansion du réseau vasculaire primitif 
La croissance de l’embryon nécessite l’expansion et la maturation du réseau 
vasculaire, à partir du réseau vasculaire primitif préalablement formé par la vasculogenèse 
(figure 5).13 Cette étape d’expansion du réseau à partir de la microcirculation pré-existante est 
appelée « angiogenèse ». L’angiogenèse est un processus peu fréquent lors de la vie adulte, 
survenant physiologiquement lors de la réparation tissulaire, la cicatrisation, la gestation 
(glande mammaire, placenta) et les cycles menstruels féminins (formation du corps jaune).17,18 
Un dérèglement de l’angiogenèse par défaut ou par excès est à l’origine de nombreuses 
pathologies telles que des pathologies ischémiques lorsque l’angiogenèse est insuffisante ou 
des pathologies inflammatoires (arthrite rhumatoïde, psoriasis), des rétinopathies 
(dégénérescence maculaire liée à l’âge ou DMLA) et la croissance tumorale (figure 2).19-22 
Trois types d’angiogenèse ont été décrits : l’angiogenèse par bourgeonnement (« sprouting »), 
par « intussusception » et par septation (« bridging »).18 
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Figure 6 : Les étapes de l’angiogenèse par bourgeonnement « sprouting » 
Modifiée d’après Carmeliet P et Jain RK, Nature 2011.23 
 
(A) Phase I de l’angiogenèse par bourgeonnement : sélection de la « tip cell ». 
(B) Phase II de l’angiogenèse par bourgeonnement : élongation du vaisseau sanguin. 
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1.2.2.1 Angiogenèse par bourgeonnement « sprouting » 
L’angiogenèse par bourgeonnement est le phénomène le plus courant et le mieux 
caractérisé. Elle se réalise grâce à la succession de plusieurs étapes suite à un stimulus 
angiogénique nécessitant l’activation des cellules endothéliales. 
• Dilatation et perméabilité vasculaire : En condition physiologique, les vaisseaux 
sanguins sont stabilisés et maintenus grâce à des molécules d’adhérence cellulaire, telles que 
la cadhérine vasculaire endothéliale (VE-cadhérine), les Platelet-endothelial cell adhesion 
molecules (PECAMs) mais aussi via la fixation de l’Angiopoïetine-1 (Ang1) sur son 
récepteur tyrosine kinase (Tie-2) contenant des domaines immunoglobulines et homologues à 
l’EGF. Dans un premier temps, suite à la stimulation par un ou plusieurs facteurs pro-
angiogéniques tel que le VEGFA, il se produit une déstabilisation de ces différentes 
interactions induisant la dilatation du vaisseau sanguin (figure 6A). Dans un deuxième temps, 
la fixation de l’Angiopoëtine-2 (Ang2) sur le récepteur Tie-2 va antagoniser l’effet de l’Ang1, 
déstabilisant ainsi les contacts intercellulaires endothéliaux et péri-endothéliaux entre les 
cellules musculaires lisses et les péricytes (figure 6A).22-24 
• Dégradation de la matrice extracellulaire : Les cellules endothéliales sécrètent 
ensuite des protéases telles que l’activateur du plasminogène uPA (urokinase type 
Plasminogen Activator) et des métalloprotéinases matricielles (MMPs) afin de dégrader 
localement la membrane basale et la matrice extracellulaire (MEC). Cette dégradation est 
nécessaire à la migration des cellules endothéliales (figure 6A)22,23 et permettant également de 
libérer et d’activer des facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF et le FGF2 nécessaires à 
la réalisation d’autres étapes de l’angiogenèse telles que la prolifération et la migration 
cellulaires.4 
• Prolifération et migration des cellules endothéliales : Les cellules endothéliales 
proches de la zone de dégradation vont se spécialiser en deux types cellulaires :  
- La cellule de la tête apicale ou  « tip cell », située à l’extrémité du prolongement 
capillaire (en bleu sur les figures 6A et B) et spécialisée dans la migration ne prolifère pas. En 
étendant de longs filopodes elle répond au gradient de concentration des facteurs pro-
angiogéniques (VEGFA) afin de migrer en son sens.25 
- Les cellules suiveuses basales ou « stalk cell » qui sont des cellules situées à la 
base du prolongement capillaire (en marron sur la figure 6B), possèdent une forte capacité de 
prolifération permettant l’extension du capillaire.25 
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Figure 7 : Les étapes de l’angiogenèse par « intussusception » 
Modifiée d’après Djonov V et al., Cell Tissue Res 2003.26 
 
(A) Vaisseau sanguin quiescent. 
(B) Phase I de l’angiogenèse par intussusception : invagination de l’endothélium. 
(C) Phase II de l’angiogenèse par intussusception : formation d’une séparation entre les 
cellules endothéliales. 
(D) Phase III de l’angiogenèse par intussusception : maturation du vaisseau sanguin. 
 
 
Figure 8 : Les étapes de vascularisation tumorale 
 
(A) Tumeur primaire. 
(B) Croissance de la tumeur primaire. 
(C) Sécrétion de facteurs pro-angiogéniques par les cellules tumorales en condition de stress. 
(D) Vascularisation de la tumeur. 
(E) Reprise de la croissance tumorale et dissémination de métastases. 
A B C D 
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La « tip cell » guide donc le vaisseau sanguin en suivant le gradient de facteurs pro-
angiogéniques tandis que les « stalk cells » permettent l’élongation de ce dernier. Ce 
phénomène est fortement régulé par le VEGF,27 le FGF2, le Platelet-Derived Growth Factor 
(PDGF),17 ainsi que par les molécules d’interaction inter-cellulaires ou par les molécules 
d’interaction avec la matrice extracellulaire telles que les intégrines αvβ3 et αvβ5.28,29 
• Artériogenèse et maturation des néovaisseaux : Après la migration des cellules 
endothéliales, s’ensuit une étape de formation du tube endothélial et du lumen régulée par le 
VEGF en association avec l’Ang1,30 ainsi que les intégrines αvβ3 et αvβ528 grâce aux « stalk 
cells ».31 Puis, le vaisseau sanguin est stabilisé par la production de la matrice extracellulaire, 
le recrutement de cellules murales (cellules musculaires lisses et péricytes) et la mise en place 
de jonctions intercellulaires et matricielles (figure 6C).23 Enfin l’établissement du flux au sein 
du néovaisseau formé est nécessaire à sa maturation, dans le cas contraire celui-ci est amené à 
régresser.4 
1.2.2.2 Angiogenèse par « intussusception » 
L’angiogenèse par intussusception correspond à l’élargissement puis à la subdivision 
d’un vaisseau sanguin pré-existant en deux nouveaux vaisseaux sanguins.32 Ce type 
d’angiogenèse ne nécessite donc pas l’activation des cellules endothéliales (CE) comme 
l’angiogenèse bourgeonnante. Le processus débute par l’invagination de l’endothélium dans 
la lumière du vaisseau sanguin (figures 7A à C). Lorsque deux cellules endothéliales entrent 
en contact, cela entraine une réorganisation des jonctions intercellulaires puis la formation 
d’une séparation entre les cellules endothéliales (figure 7C). Enfin les fibroblastes (FB) et les 
péricytes (PC) colonisent l’espace intercellulaire et synthétisent la matrice extracellulaire pour 
stabiliser le vaisseau (figure 7D).26 
1.2.2.3 Angiogenèse par septation 
L’angiogenèse par septation correspond à la prolifération de cellules endothéliales 
dans la lumière d’un vaisseau sanguin afin de le cloisonner en deux vaisseaux sanguins bien 
distincts.18
Introduction  Chapitre 1 –L’angiogenèse 
2. L’angiogenèse tumorale 






Figure 9 : Les différents types de vascularisation tumorale 




Introduction  Chapitre 1 –L’angiogenèse 
2. L’angiogenèse tumorale 
 - 39 - 
2 L’angiogenèse tumorale 
La croissance tumorale avasculaire est limitée à une taille de 1-2 mm3, l’apport en 
oxygène et nutriment étant assuré par diffusion simple (figures 8A et B).1 Au-delà de cette 
taille, les cellules tumorales se trouvant au centre de la tumeur se retrouvent en hypoxie et en 
condition de stress métabolique (figure 8C). Dans ces conditions, sous l’influence notamment 
du facteur de transcription HIF-1α (Hypoxia Inducible Factor 1α), les cellules tumorales vont 
sécréter des facteurs pro-angiogéniques, (figure 8C) afin d’induire la vascularisation de la 
tumeur (figure 8D) et poursuivre ainsi son développement et sa dissémination (figure 8E).33 
De nombreuses études se sont intéressées au ciblage spécifique de l’angiogenèse tumorale 
afin « d’asphyxier » la tumeur primaire. 
2.1 Mécanismes de la vascularisation tumorale 
Le principal mécanisme mis en jeu lors de la vascularisation tumorale est 
l’angiogenèse par bourgeonnement (figure 9A), précédemment décrit (paragraphe 1.2.2.1), 
dont le principal régulateur est le VEGF. Mais ce type d’angiogenèse, même s’il est le plus 
fréquemment étudié, n’est pas le seul. 
2.1.1 Vasculogenèse 
Les cellules tumorales peuvent recruter les cellules progénitrices endothéliales issues 
de la moelle osseuse circulantes chez l’adulte afin de les incorporer aux vaisseaux sanguins 
tumoraux de manière similaire à ce que nous avons décrit lors de la vasculogenèse 
embryonnaire (figure 9B).34,35 Ce phénomène serait marginal du fait de la faible quantité de 
cellules progénitrices endothéliales circulantes chez l’adulte.14,15 
2.1.2 Angiogenèse par intussusception 
Il a également été démontré qu’un vaisseau tumoral préalablement formé est capable 
de se scinder en deux nouveaux vaisseaux sanguins grâce à l’angiogenèse par intussusception 
(figure 9C).35 Cependant, l’angiogenèse par intussusception ne peut avoir lieu qu’à partir de 
vaisseaux sanguins tumoraux pré-existants. Il semblerait donc que le rôle principal de ce type 
de vascularisation tumorale soit d’augmenter la densité et la complexité du réseau de 
vaisseaux sanguins tumoraux construit par angiogenèse bourgeonnante. Enfin, les vaisseaux 
sanguins tumoraux construits de ce fait peuvent servir de point de départ pour une nouvelle 
étape d’angiogenèse par bourgeonnement.35 
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Figure 10 : Vascularisation tumorale par cooptation vasculaire 
Modifiée d’après Döme B et al., Am J Pathol 2007.35 
 
 
(A) Tumeur (en vert) en contact avec un vaisseau sanguin préexistant (en rouge) dans un tissu 
sain (en marron). 
(B) Prolifération tumorale et pression physique sur le vaisseau sanguin préexistant. 
(C) Recul du tissu sain au profit de la tumeur. 




                      
 
Figure 11 : Morphologie des vaisseaux sanguins normaux et tumoraux 
Modifiée d’après Jain RK, Science 2005.36 
Images obtenues au microscope photonique de vaisseaux sanguins normaux (A) de vaisseaux 
sanguins tumoraux (B) issus de xénogreffes de cellules de carcinome de colon humain à des 
souris. 
A B C D 
A B 
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2.1.3 Cooptation vasculaire 
Les cellules cancéreuses, proliférant au contact des vaisseaux sanguins normaux pré-
existants (figure 10A), exercent une pression physique sur ce dernier (figure 10B), entrainant 
le recul de l’organe sain au profit de la tumeur (figure 10C). Le vaisseau sanguin se trouvera 
alors isolé de l’organe dont il est originaire et incorporé au sein de la tumeur (figures 9D et 
10D).35,37 Selon les auteurs, ce type de vascularisation reste limité aux premières phases de la 
croissance tumorale.37 Cependant, des observations morphologiques semblent montrer que ce 
phénomène persiste lors de la dissémination de métastases cancéreuses. 
2.1.4 Imitation vasculaire 
Le terme d’imitation vasculaire (« vascular mimicry ») a été précédemment décrit 
dans une étude comme la capacité de cellules de mélanome à exprimer un phénotype proche 
des cellules endothéliales afin de former un réseau vasculaire semblable à celui observé chez 
l’embryon et chez des patients atteints de tumeurs agressives.38 Les cellules tumorales bordant 
les vaisseaux sanguins expriment certains gènes et certaines protéines associées à de multiples 
phénotypes cellulaires tels que les cellules endothéliales, les péricytes, les fibroblastes et les 
cellules musculaires lisses ainsi que leurs précurseurs. Ces cellules tumorales aux 
caractéristiques phénotypiques particulières, peuvent alors s’incorporer aux vaisseaux 
sanguins afin de les allonger (figure 9E).35,39-42 
2.1.5 Différenciation des cellules souches tumorales en cellules endothéliales 
Des études récentes ont démontré la capacité de cellules souches tumorales de 
glioblastomes à former un endothélium tumoral en se différenciant en cellules endothéliales 
(figure 9F).43 Ce phénomène pourrait expliquer la présence observée dans certaines 
pathologies, de cellules endothéliales dérivées de cellules cancéreuses.44 
Les tumeurs sont donc capables de détourner le phénomène angiogénique 
physiologique ou de se différencier en cellules vasculaires afin d’induire leur propre 
vascularisation. Cependant, ce processus angiogénique dit pathologique est moins finement 
régulé que le processus physiologique et aboutit à la formation d’une vascularisation tumorale 
anormale.19,36 
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Figure 12 : Concept de commutation « switch » angiogénique et normalisation de la 
vascularisation tumorale 
Modifiée d’après Jain RK, Science 2005.36 
 
(A) Représentation schématique des différents types de vascularisation suivant la position du 
« switch » angiogénique. 
(B) Images obtenues au microscope montrant la morphologie de vaisseaux sanguins selon le 
type de vascularisation.45 
(C) Diagramme représentant le recouvrement des vaisseaux sanguins (en rouge) par les 
péricytes (en vert) et la membrane basale (en bleu) selon le type de vascularisation. 
(D) Représentation schématique de la position du « switch » angiogénique suivant la quantité 
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2.2 Morphologie des vaisseaux tumoraux 
Les vaisseaux tumoraux diffèrent fortement des vaisseaux sanguins normaux d’un 
point de vue structurel mais aussi fonctionnel.19 Les vaisseaux sanguins normaux présentent 
une architecture organisée, régulière et fonctionnelle (figure 11A). 
Au contraire, les vaisseaux sanguins tumoraux, parce qu’ils sont faits pour répondre à 
un besoin important et rapide en nutriments, présentent la particularité d’être sinueux, 
désorganisés, de diamètre très variable avec de nombreuses ramifications et des fuites 
hémorragiques (figure 11B).36 Les vaisseaux sanguins tumoraux sont essentiellement des 
capillaires formés par une monocouche défectueuse non homogène de cellules endothéliales 46 
pouvant être superposées, présentant des jonctions inter-endothéliales lâches (capillaires 
fenestrés) à l’origine des phénomènes hémorragiques, sans cellules murales de soutien45 ou 
recouvertes de quelques péricytes anormaux.47 Comme décrit précédemment, les cellules 
endothéliales tumorales présentent souvent un phénotype différent des cellules 
endothéliales.19 La composition de la membrane basale de ces vaisseaux est normale 
(collagène IV, laminine etc…) mais d’épaisseur très variable et peut se retrouver non associée 
aux cellules murales et endothéliales.48 
L’ensemble de ces anomalies contribue à une perfusion sanguine irrégulière, voir 
chaotique de la tumeur. Ceci a pour conséquence de créer un cercle vicieux d’angiogenèse en 
maintenant une hypoxie et une acidification de certaines zones de la tumeur. En effet, celles-
ci n’ont pas accès aux nutriments et à l’oxygène nécessaires et par conséquent sécrètent en 
continue des facteurs pro-angiogéniques.49 Cette vascularisation anormale empêche la 
distribution de molécules thérapeutiques, induisant une résistance de la tumeur à ces 
traitements.19 Ces observations ont abouti à l’élaboration de nouvelles stratégies 
thérapeutiques consistant à normaliser la vascularisation tumorale au moyen de traitements 
anti-angiogéniques afin de mieux adresser les molécules thérapeutiques au lieu de détruire la 
tumeur (figure 12). 
Cette hypothèse repose sur le concept de commutation ou « switch » angiogénique, 
qui postule qu’il existe un équilibre physiologique entre les facteurs pro et anti-angiogéniques 
permettant au réseau vasculaire de rester à un stade quiescent. 
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Figure 13 : Influence du micro-environnement endothélial sur la maturation des 
vaisseaux sanguins 
Modifiée d’après Red-Horse K et al., Dev Cell 2007.50 
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2.3 Le concept de commutation ou « switch » angiogénique 
Ce concept est apparu en 1971 suite aux observations du Pr. Judah Folkman supposant 
que la majorité des cellules tumorales sécrètent des facteurs angiogéniques tumoraux qu’il 
nomme Tumor Angiogenic Factors (TAFs) capables de déclencher l’angiogenèse tumorale.51 
Il postula alors que la croissance tumorale et la dissémination de métastases sont des 
évènements dépendant de cette angiogenèse et que par conséquent une inhibition de celle-ci 
asphyxierait la tumeur.33 Il existe ainsi un équilibre naturel entre les agents pro et anti-
angiogéniques au cours de la vie adulte maintenant le réseau vasculaire dans un état de 
quiescence. Le « switch » angiogénique est alors en position « Off » (figures 12A à 12D 
Normal). Au sein de la tumeur, cet équilibre est perpétuellement perturbé du fait de la 
sécrétion de facteurs pro-angiogéniques. La  rupture de cet équilibre initie l’angiogenèse, le 
« switch » est alors en position « On » (figures 12A à 12D Anormal).23,52 Comme nous 
l’avons vu précédemment, toutes les zones de la tumeur ne sont pas uniformément 
vascularisées. Ceci induit une sécrétion constante de facteurs pro-angiogéniques, les 
vaisseaux sanguins sont donc perpétuellement remodelés afin de répondre aux besoins 
importants de la tumeur pour sa croissance. Ce « switch » angiogénique peut être déclenché 
par divers signaux environnementaux ou génétiques. Les signaux environnementaux les plus 
importants sont le stress métabolique (acidification) et l’hypoxie se produisant notamment au 
centre de la tumeur où les nutriments et l’oxygène ne peuvent plus arriver par diffusion 
simple.19 Le stress mécanique (« Shear stress ») ainsi que la réponse immune et inflammatoire 
peuvent également participer au processus.19 Des modifications génétiques telles que 
l’activation d’oncogènes et/ou l’inactivation d’anti-oncogènes participeraient également à ce 
phénomène en régulant positivement la production des facteurs pro-angiogéniques et 
négativement la production de facteurs anti-angiogéniques.53 
L’idée de normalisation de la vascularisation tumorale repose donc sur ce concept et 
postule qu’un traitement par des facteurs anti-angiogéniques permet de ré-équilibrer la 
balance, c'est-à-dire de retourner à l’état « Off » du switch angiogénique, afin d’obtenir une 
vascularisation plus organisée et ainsi une meilleure perfusion de la tumeur (figures 12A à 
12D Normalisé).23,36,54 De manière intéressante, la réversion du switch angiogénique permet 
non seulement de mieux perfuser la tumeur mais aussi de retrouver des caractéristiques de 
vaisseaux sanguins tumoraux proches des vaisseaux sanguins normaux, tel qu’une meilleure 
couverture en cellules murales ou une répartition plus homogène de la membrane basale 
(MB). Une fois la vascularisation tumorale normalisée, la tumeur recevra plus facilement le 
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Figure 14 : Contribution du micro-environnement au cours de l’angiogenèse tumorale 
Modifiée d’après Red-Horse K et al., Dev Cell 2007.50 
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traitement choisi afin de la détruire (figures 12A à 12D Inadéquat). De plus, il a été démontré 
que l’absence de vascularisation d’une tumeur induit sa nécrose55 ou son apoptose.56,57 Enfin, 
la demi-vie des facteurs anti-angiogéniques étant plus longue que celle des facteurs pro-
angiogéniques, l’équilibre penche toujours légèrement en leur faveur.19 
2.4 Micro-environnement tumoral 
La nécessité de la mise en place de la vascularisation tumorale est primordiale pour la 
survie et la croissance de la tumeur primaire.55-57 De nombreuses études mettent en évidence 
le rôle prépondérant du micro-environnement tumoral dans la tumorigenèse et sa 
vascularisation. En effet, les multiples interactions entre les cellules endothéliales et leur 
environnement sont essentielles au cours de la maturation des vaisseaux sanguins (figure 
13).50 
2.4.1 La matrice extracellulaire 
La membrane basale, qui sert de support pour les cellules murales telles que les 
péricytes, sert également de substrat pour la migration des cellules endothéliales et libère des 
facteurs pro-angiogéniques4 tels que le VEGFA et/ou anti-angiogéniques 58 tels que 
l’endostatine et la tumstatine59 suivant le type de clivage qu’elle subit.60 
2.4.2 Les cellules murales 
Les cellules murales sont recrutées par les cellules endothéliales lors de la maturation 
des vaisseaux sanguins. La signalisation réciproque au cours de laquelle les cellules murales 
influencent la fonction des cellules endothéliales a également lieu. Elles renforcent 
notamment le signal angiogénique en sécrétant du VEGFA afin de stimuler la croissance des 
cellules endothéliales (figures 13 et 14),61,62 à l’inverse des péricytes qui restreignent le signal 
angiogénique.63 En outre, les péricytes, les cellules musculaires lisses et le mésenchyme 
avoisinant produisent de l’Ang1, augmentant les interactions inter-endothéliales et entre les 
cellules endothéliales et les cellules murales, notamment via l’Hepatocyte Growth Factor 
(HGF).30,64,65 
2.4.3 Les cellules hématopoïétiques circulantes 
Les cellules hématopoïétiques (CH) influencent fortement la vascularisation tumorale 
en sécrétant des molécules pro-angiogéniques. Ainsi, les lymphocytes T et B, infiltrant les 
tumeurs, sécrètent des taux significatifs de VEGF.66 Les macrophages associés aux tumeurs 
jouent également un rôle prépondérant au cours de l’angiogenèse tumorale en produisant eux 
aussi des facteurs angiogéniques incluant le VEGFA, le Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α),
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l’Interleukine-6 (IL-6), le FGF2 et la Metalloprotéinase Matricielle-9 (MMP-9). Ces 
macrophages semblent également avoir la capacité de se différencier en cellules endothéliales 
afin de s’intégrer aux vaisseaux sanguins (figure 14).67 
2.4.4 Les fibroblastes 
Une étude menée par Dong et coll. a mis en évidence le rôle des fibroblastes au cours 
de l’angiogenèse et de la progression tumorale.68 Grâce à des expériences de xénogreffes de 
cellules de fibrosarcome n’exprimant pas le VEGF. Cette équipe a mise en évidence la 
sécrétion d’agents pro-angiogéniques par les fibroblastes (figure 14). De plus, il a été rapporté 
que les fibroblastes associés aux tumeurs induisent la progression de tumeurs épithéliales 
alors que les fibroblastes normaux en sont incapables.69 
2.4.5 Les cellules endothéliales 
Alors qu’un grand nombre d’études se sont intéressées aux activités angiogéniques des 
cellules tumorales, des fibroblastes, des cellules hématopoïétiques, peu d’études se sont 
intéressées à la manière dont les cellules endothéliales affectent leur environnement. Les 
cellules endothéliales présentes dans les tumeurs expriment des profils génétiques uniques 
suggérant qu’elles possèdent des qualités tissulaires spécifiques.70 Bandyopadhyay et coll. ont 
prouvé que les cellules endothéliales peuvent moduler la formation de métastases via 
l’expression du récepteur membranaire aux chimiokines nommé Duffy Antigen Receptor for 
Chemokine (DARC).71 
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Figure 15 : Représentation schématique non exhaustive des facteurs endogènes 
impliqués lors du « switch » angiogénique 
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 Chapitre 2 : Régulation de l’angiogenèse 
Si depuis longtemps les cellules tumorales ont été considérées comme les principales 
initiatrices du « switch » angiogénique via la sécrétion de facteurs pro-angiogéniques, d’autres 
types cellulaires tels que les cellules hématopoïétiques, les cellules endothéliales, les cellules 
murales, ou les protéines de la matrice extracellulaire y participent. Ces facteurs endogènes 
pro- et anti-angiogéniques (figure 15) sont de différentes natures : facteurs de croissance, 
cytokines, protéases, ou dérivés du clivage de la matrice extracellulaire. 
La plupart des agents anti-angiogéniques endogènes sont des fragments issus de la 
dégradation de la matrice extracellulaire tels que l’endostatine issus du clivage du collagène 
XVIII, ou encore les thrombospondines (TSPs) qui sont des glycoprotéines de la matrice 
extracellulaire. D’autres molécules sont issues du clivage de protéines ayant d’autres 
fonctions (l’angiostatine est un dérivé du plasminogène), ou sécrétées par des cellules 
inflammatoires (Interleukines), ou impliquées dans le remodelage de la matrice extracellulaire 
elle-même (thrombospondines). 
Les agents pro-angiogéniques sont quant à eux habituellement des facteurs de 
croissance essentiellement impliqués lors du développement embryonnaire (VEGFA, FGF2, 
PlFG, PDGF, etc…) mais jouant aussi un rôle physiologique dans l’homéostasie à l’âge 
adulte. Un système intégré impliquant les angiopoïétines et leur récepteur Tie2 participe à la 
régulation de la perméabilité vasculaire. Certains facteurs historiquement connus pour leur 
rôle inducteur de l’angiogenèse peuvent néanmoins exercer des propriétés anti-angiogéniques 
suivant le contexte : c’est le cas des cytokines TGF-β et TNF-α ainsi que des 
métalloprotéinases matricielles (MMPs), capables de libérer à partir de la matrice 
extracellulaire aussi des molécules pro- et anti-angiogéniques. Enfin, récemment une nouvelle 
classe de molécules influençant l’angiogenèse a été découverte, il s’agit des micro-ARN 
(miRNA). Leur rôle de régulation de l’expression de certains gènes par dégradation de l’ARN 
messager  leur permet d’exercer principalement des fonctions pro- ou anti-angiogéniques en 
réponse à un stimulus extracellulaire. 
L’objectif de ce chapitre est de détailler le rôle joué par ces différents facteurs pro- ou 
anti- angiogéniques avant d’aborder les stratégies de traitement envisagées. 
 
Introduction  Chapitre 2 – Régulation de l’angiogenèse 
1. Les facteurs pro-angiogéniques 









Figure 16 : Structures comparées des membres de la famille du VEGF 
Modifiée d’après Takahashi H et Shibuya M, Clin Sci (Lond) 2005.72 
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1 Les facteurs pro-angiogéniques 
1.1 Le VEGF 
1.1.1 La famille du VEGF et ses récepteurs 
En 1983, Senger et coll. décrivent pour la première fois une protéine capable d’induire 
une fuite vasculaire dans la peau, à partir du milieu conditionné d’une lignée de cellules 
tumorales de cochon d’inde. Ils nomment cette protéine « facteur de perméabilité vasculaire » 
(VPF, tumor Vascular Permeability Factor).73 Ce facteur est par la suite renommé VEGF par 
Ferrara et coll. En 1989.74 De tous les facteurs pro-angiogéniques, la famille des facteurs de 
croissance VEGF et ses récepteurs à activité tyrosine kinase est la plus étudiée.75 Chez 
l’Homme, cette famille de facteurs de croissance est composée de 5 membres : le VEGFA, 
VEGFB, VEGFC, VEGFD et le Placental Growth Factor (PlGF). A ces 5 membres s’ajoutent 
le VEGF-E identifié chez l’Orf Virus (parapoxvirus) et le VEGF-F (ou svVEGF) retrouvé 
dans le venin de certains serpents (figure 16).72 Leur formation en dimères leur confère une 
activité biologique en se liant avec des spécificités différentes à leurs récepteurs à activité 
tyrosine kinase appelés VEGF récepteurs (VEGFR1, VEGFR2 et VEGFR3) ainsi qu’à deux 
récepteurs de faible affinité : les neuropilines 1 et 2 (Nrp1 et Nrp2) (figure 17). Les membres 
de cette famille sont connus pour leur implication au cours de la vasculogenèse, 
l’angiogenèse, la lymphangiogenèse et l’hématopoïèse.76 
• VEGFA : C’est le facteur de croissance considéré comme le principal médiateur des 
processus de vasculogenèse et d’angiogenèse physiologiques ou pathologiques.76 C’est en 
1989 que Ferrara et coll. ainsi que Plouet et coll. isolent un facteur mitogène pour les cellules 
endothéliales à partir du surnageant de cellules de la glande pituitaire bovine.74,77 Le VEGFA 
se rencontre au moins sous 14 isoformes de 121 à 206 kDa (VEGF111, VEGF121, VEGF121b, 
VEGF145,VEGF145b, VEGF148, VEGF162, VEGF165, VEGF165b, VEGF183, VEGF183b, 
VEGF189,VEGF189b, et VEGF206)78 obtenues par épissage alternatif, qui se différencient par 
leur extrémité C-terminale (Figure 16). Sa forme la plus courante est le VEGFA165.79-81 En se 
liant de manière préférentielle au VEGFR1 et au VEGFR272,76,82 il induit l’angiogenèse 
(figure 17), mais n’a aucune affinité pour le VEGFR3.83 De plus, via son domaine C-terminal, 
il peut également se lier aux Nrp 1 et Nrp 2 qui agissent comme des corécepteurs (figure 17). 
La fixation de l’héparine sur son domaine de liaison appelé HBD (Heparin Bindin Domain) 
situé au niveau de l’extrémité C-terminale du VEGFA stabilise la liaison du VEGFA sur l’un 
de ses récepteurs.84,85 Ce facteur sera plus amplement décrit par la suite. 
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Figure 17 : Les membres de la famille du VEGF et leurs récepteurs 
Modifiée d’après Takahashi H et Shibuya M, Clin Sci (Lond) 2005.72 
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• VEGFB : Chez l’Homme, il existe sous deux isoformes, le VEGFB167 et le VEGFB186, 
générées par épissage alternatif (figure 16). Il est largement exprimé dans l’ensemble des 
tissus, mais son expression est plus importante dans le cœur et dans le muscle squelettique.86 
La délétion du gène du VEGFB chez la souris n’influence pas l’angiogenèse mais la 
formation du système cardiovasculaire embryonnaire. Ces animaux ont un cœur plus petit, un 
dysfonctionnement de la vascularisation coronarienne et ne se rétablissent pas après induction 
d’une ischémie cardiaque.87 De plus, Mould et coll. ont démontré que la surexpression du 
VEGFB potentialise la croissance des vaisseaux sanguins in vitro et in vivo.88 Ce facteur ne se 
lierait pour sa part qu’au VEGFR1 et à la Nrp 1 (figure 17). 
• VEGFC et D : Ces facteurs ont en commun des séquences N- et C-terminales  uniques 
dans la famille des membres du VEGF, assurant leur maturation par protéolyse (figure 16).89 
Ils sont principalement impliqués lors de la lymphangiogenèse en se liant au récepteur 
VEGFR3,90-93 mais peuvent aussi induire la prolifération des cellules endothéliales en activant 
le VEGFR2 après avoir été clivés en formes plus courtes (figure 17).94,95 
• VEGFE (VEGFEnz-7) : Toutes les formes de ce variant du VEGF identifiées chez un 
virus de la famille des Poxiviridae (Orf Virus) se lient et activent le VEGFR2, mais pas le 
VEGFR1 et le VEGFR3 (figures 16 et 17).72 Les souris transgéniques surexprimant le 
VEGFEnz-7 présentent une augmentation de l’angiogenèse des tissus sous-cutanés.96 
• VEGFF (svVEGF) : Ces variants du VEGF isolés à partir du venin de vipères 
Bothrops insularis97 (figure 16) accentuent les effets du venin chez les victimes de 
morsures.72 L’isoforme Trimeresurus flavoviridis svVEGF (TfsvVEGF) se lie avec une forte 
affinité pour le VEGFR1 et une faible affinité pour le VEGFR2 comparativement au 
VEGFA165 (figure 17), induisant ainsi une forte augmentation de la perméabilité vasculaire 
mais une faible augmentation de la prolifération cellulaire.98 
• PlGF : Le facteur de croissance placentaire (Placental Growth Factor, PlGF) a été 
découvert par clonage dans une banque d’ADNc de placenta humain. Il existe 4 isoformes de 
PlGF (figure 16).99 La délétion du gène codant pour le PlGF (Pgf -/-) n’altère pas le 
développement vasculaire embryonnaire chez la souris.100 En revanche, le PlGF semble 
stimuler l’angiogenèse en déplaçant la liaison du VEGFA au VEGFR1 vers le VEGFR2 
(figure 17).101 De plus, le PlGF stimule l’angiogenèse en activant le VEGFR1.102,103 Ce rôle 
pro-angiogénique suscite quelques controverses. En effet, il a été démontré que le PlGF-1 
antagonise la croissance tumorale et l’angiogenèse induites par le VEGFA en formant des 
hétérodimères non fonctionnels avec le VEGFA.104,105 
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Figure 18 : Structure du gène du VEGFA 
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Figure 19 : Structure du promoteur du gène du VEGFA 
Modifiée d’après Pages G et Pouyssegur J, Cardiovasc Res 2005.107 
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1.1.2 Gène, synthèse et régulation 
Chez l’Homme, le gène codant pour le VEGFA est situé sur la deuxième bande de la 
région 1 des bras courts du chromosome 6 (6p12), il  mesure 16 272 paires de bases (pb) et se 
compose de 8 exons séparés par 7 introns (figure 18).106,108 Sa transcription se fait dans un 
premier temps sous forme de pré-ARNm puis subit différents épissages alternatifs des exons 6 
et 7 codants pour le domaine de liaison à l’héparine afin de donner 14 isoformes d’ARNm 
connues à ce jour codant chacun pour une isoforme protéique du VEGFA (figure 16). La 
dénomination des isoformes du VEGF reflète le nombre d’acides aminés contenus dans la 
protéine. Les principales isoformes sont le VEGF121, le VEGF165 et le VEGF189.78 
• Régulation transcriptionnelle du VEGFA : L’expression du gène du VEGFA est 
régulée par diverse conditions environnementales : l’hypoxie, le stress métabolique, la 
diminution du pH, des cytokines inflammatoires tel que l’IL-6, des facteurs de croissance tel 
que le FGF2, des hormones telles que les œstrogènes et les androgènes et certaines 
chimiokines.109 Le promoteur du VEGFA contient un grand nombre de sites consensus pour :  
 Les facteurs de transcription tels que Specificity Protein 1 et 3 (Sp1/Sp3), 
Activator Protein-2 (AP-2), Early gene response protein-1 (Egr-1), Signal Transducer and 
Activator of Transcription-3 (STAT-3) et HIF-1  
 La fixation des récepteurs aux œstrogènes : Estrogen Receptor Element (ERE) 
et à la progestérone : Progesterone Response Element (PRE)  
 La fixation aux récepteurs aux oxystérols : Liver X Leceptor (LXR).107  
La présence d’un promoteur cryptique situé dans la région 5’ non codante (+632 pb en 
amont du site d’initiation de la transcription classique) insensible à l’hypoxie110 conjugué à 
l’absence de séquence consensus TATA box démontrent que ce gène est finement régulé de 
manière non conventionnelle (figure19).107 Outre cette régulation par les facteurs de 
transcription, l’expression du VEGFA est induite par l’activation des récepteurs à activité 
tyrosine kinase de la famille Epidermal Growth Factor (EGF),111 insuline,112 Insulin-like 
Growth Factor (IGF),113 Hepatocyte Growth Factor (HGF),114 PDGF115 et FGF,116 via les 
voies de signalisation des Mitogen-Activated Protein-Kinases (MAP-Kinases) ainsi que de la 
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Akt. 
• Régulation post-transcriptionnelle du VEGFA : Celle-ci se fait principalement 
grâce à deux mécanismes distincts : la stabilisation ARNm du VEGFA et l’épissage alternatif 
de son pré-ARNm. Les éléments riches en AU (appelé ARE ou AU Rich Element) identifiés 
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Figure 20 : Les différentes isoformes de pré-ARNm du VEGFA 
Modifiée d’après Hilmi C et al., J Nucleic Acids 2012.117 
 




Site de liaison 
au VEGFR-1 
Site de liaison 
au VEGFR-2 
Site de clivage par la plasmine 
Site de liaison à l’héparine 
Site de liaison aux Nrps 
Introduction  Chapitre 2 – Régulation de l’angiogenèse 
1. Les facteurs pro-angiogéniques 
 - 59 - 
dans la région 3’-Untranslated region (3’-UTR) de l’ARNm participent à sa régulation. En 
effet, les domaines ARE constituent des sites de fixation sur l’ARNm pour des protéines 
stabilisatrices et/ou déstabilisatrices de l’ARNm.118 Parmi les protéines déstabilisatrices, on 
retrouve le A+U-rich element binding Factor 1 (AUF1) ou encore les protéines de la famille 
Tetra-décanoyl Phorbol Acetate-induced-sequence-11 (TIS11) dont le rôle de déstabilisation 
sur l’ARNm du VEGFA a été démontré.119 La protéine RNA-binding protein human antigen 
R (HuR) permet quant à elle la stabilisation de l’ARNm du VEGFA.120 
L’épissage alternatif des 8 exons composant le pré-ARNm du VEGFA permet de 
générer l’ensemble des 14 isoformes de ce dernier, découvertes à ce jour (figure 20). Ce 
mécanisme permet la synthèse des isoformes majeures pro-angiogéniques du VEGFA 
(VEGFA165, VEGFA189 et VEGFA121), mais aussi des isoformes mineures (VEGFA206, 
VEGFA183, VEGFA145, VEGFA148 et VEGFA111) dont la fonction reste indéterminée, ainsi 
que d’isoformes anti-angiogéniques (VEGFA189b, VEGFA183b, VEGFA165b, VEGFA145b et 
VEGFA121b) (figure 20). 117 Comme nous l’avons précédemment abordé, certaines de ces 
isoformes peuvent être libérées de la matrice extracellulaire par protéolyse de leur partie C-
terminale. La partie biologiquement active du VEGFA correspondant aux 110 acides aminés 
terminaux121, cela suggère que les isoformes courtes du VEGFA (VEGFA121 et VEGFA165) 
seraient sécrétées tandis que les isoformes longues (VEGFA189 et VEGFA206) seraient 
associées à la matrice extracellulaire. 
• Régulation traductionnelle du VEGFA : Une autre isoforme du VEGFA a été 
découverte par Huez et Coll. en 2001, il s’agit du Large-VEGF (L-VEGF). Néanmoins, cette 
isoforme n’est pas due à un épissage alternatif mais à la traduction d’un codon d’initiation 
CUG en lieu et place du codon ATG habituel situé en amont de celui-ci. 122 Le L-VEGF 
possède 206 acides aminés de plus que le VEGF dont la traduction a été initiée par le codon 
ATG. Il peut générer un fragment N-terminal de 206 acides aminés séquestré dans l’appareil 
de golgi et un fragment C-terminal sécrété par la cellule correspondant au VEGF dont la 
traduction a été initiée par le codon ATG par clivage protéolytique au cours de modifications 
post-traductionnelles.122 
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Figure 21 : Structure et effets cellulaires du VEGFR1 
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1.1.3 Signalisation induite par le VEGFA 
Le VEGFA est capable de se lier via deux domaines distincts (figure 20) et d’activer 
deux de ses récepteurs à activité tyrosine kinase : le VEGFR1 et le VEGFR2 (figure 17). Ces 
récepteurs sont formés de deux domaines extracellulaires de 750 acides aminés organisés en 7 
domaines Immunoglobulin (Ig)-like. Cette partie extracellulaire N-terminale est suivie d’une 
région transmembranaire, d’un domaine juxtaposé à la membrane, de deux domaines à 
activité tyrosine-kinase interrompus par un insert à activité kinase de 70 acides aminés, et se 
termine par une extrémité C-terminale (figure 21).82,83 La fixation d’un homo ou d’un 
hétérodimère de VEGF entraine la dimérisation homologue ou hétérologue de VEGFRs puis 
l’activation de leur domaine intracellulaire à activité tyrosine kinase. Une fois activés les 
VEGFRs phosphorylent par rétro-contrôle des résidus particuliers de leur domaine 
intracellulaire servant de point d’ancrage à des protéines contenant des domaines d’homologie 
avec Src (SH2 domains). Il existe une forme soluble du VEGFR1. 
• Signalisation induite par le VEGFR1 : La délétion du gène codant pour le VEGFR1 
induit la mort de l’embryon chez la souris entre les jours 8.5 et 9.0 à cause d’une croissance 
exponentielle des cellules endothéliales et une désorganisation des vaisseaux sanguins.123 Ces 
observations suggèrent que le VEGFR1 agit comme un inhibiteur du développement du 
système vasculaire durant l’embryogenèse. A l’inverse, des études ont montré que l’activité 
tyrosine kinase du VEGFR1 serait nécessaire à la migration des cellules hématopoïétiques 
induite par le VEGFA124 et à l’infiltration de monocytes/macrophages dans les tumeurs.125 
Malgré sa forte affinité pour le VEGFA (Kd = 10 pM), soit une affinité dix fois supérieure à 
celle du VEGFR2, ses propriétés de transduction du signal sont faibles (augmentation du taux 
de phosphorylation du VEGFR1 de seulement deux fois).83 Parmi les différents résidus 
tyrosines constituant des sites d’autophosphorylation pour le VEGFR1 (figure 21), le site 
Tyr1169 a une importance toute particulière. En effet, la phosphorylation de ce site permet le 
recrutement de la phospholipase C-γ (PLCγ). Malgré sa forte affinité pour le VEGFA, son 
implication dans diverses voies de signalisation et son rôle lors de l’activité des cellules 
endothéliales semblent limités.126 Ainsi, le VEGFR1 pourrait piéger le VEGFA prévenant 
l’activation de son homologue VEGFR2 par le VEGFA. En effet, Carmeliet et coll. ont 
démontré qu’il existe une synergie entre les ligands du VEGFR1 et du VEGFR2, indiquant 
des interférences entre ces récepteurs capables de moduler une large variété de signaux 
intracellulaires médiés par ces derniers.100 
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Figure 22 : Signalisation et effets cellulaires induits par le couple VEGFA/VEGFR2 
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• Signalisation induite par le VEGFR2 : Le VEGFR2 (également appelé KDR ou Flk-
1) est un récepteur à activité tyrosine kinase de 200 à 230 kDa, connu pour être le principal 
récepteur du VEGFA. L’importance du VEGFR2 lors du développement du réseau vasculaire, 
est illustrée par son effet létal chez l’embryon de souris dont le gène VEGFR2 a été inactivé 
entre les jours 8.5 et 9.0 consécutif à un défaut de vascularisation.128 Le VEGFR2 est 
fortement exprimé par les progéniteurs des cellules endothéliales au cours de l’embryogenèse 
précoce, puis son expression diminue à des stades plus tardifs du développement vasculaire. 
Le VEGFR2 est exprimé à la fois dans les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques 
ainsi que dans les mégacaryocytes et les cellules souches hématopoïétiques.129 Le VEGFR2 
est principalement impliqué lors de la croissance, la survie et la migration des cellules 
endothéliales nécessaires à l’angiogenèse durant l’embryogenèse ainsi que la vie adulte.83 La 
surexpression du VEGFR2 est observée dans des conditions pathologiques telles que 
l’angiogenèse tumorale.130 L’affinité du VEGFA pour le VEGFR2 est plus faible que son 
affinité pour le VEGFR1 (Kd = 75 à 125 pM pour le VEGFR2 contre 10 pM pour le 
VEGFR1) mais la signalisation induite par le VEGFR2 est plus intense et plus variée que 
celle induite par le VEGFR1.131 Cette fixation du VEGFA sur le VEGFR2 induit sa 
dimérisation et l’autophosphorylation de 7 résidus tyrosine : Tyr801 dans la portion juxta-
membranaire, Tyr951 et Tyr996 se trouvant dans l’insert tyrosine, Tyr1054 et Tyr1059 se trouvant 
dans le domaine kinase 2 et Tyr1175 et Tyr1214 dans l’extrémité C-terminale (figure 22).127 
Parmi ces sites d’autophosphorylation, les résidus Tyr1054 et Tyr1059 sont essentiels à l’activité 
kinase maximale du VEGFR2,132 tandis que l’autophosphorylation des autres résidus induit 
l’activation de voies de signalisation sous-jacentes en recrutant des molécules contenant un 
domaine SH2.133 L’activation de ces voies de signalisation est à l’origine des évènements 
cellulaires de prolifération, de survie, de migration et de perméabilité vasculaire essentiels au 
processus angiogénique. 
 Prolifération : Comme la plupart des récepteurs à activité tyrosine kinase, le 
VEGFR2 induit la prolifération des cellules endothéliales via l’activation de la voie des MAP-
Kinases Erk 1 et 2 (figure 22). Le mécanisme d’activation de cette voie de signalisation est 
particulier. En effet, au lieu d’activer directement le complexe Ras, le VEGR-2 recrute la 
PLC-γ via son domaine de liaison SH2 sur son site Tyr1175. La PLC-γ induit ensuite 
l’activation de la Protein Kinase C (PKC), phosphorylant elle-même Raf indépendamment de 
Ras.134 Les sites Tyr951 et Tyr996 ont également été démontrés comme responsables de 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2  grâce au même mécanisme d’activation.135
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Enfin, l’autophosphorylation du site Tyr1059 est essentielle pour la prolifération des cellules 
endothéliales induite par le VEGFA.136 
 Survie : Le VEGFR2 active également la PI3K induisant une augmentation de 
phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate (PIP3) responsable de l’activation de molécules de 
signalisation dont Akt. La voie de signalisation Akt est connue pour réguler la survie 
cellulaire en inhibant les protéines de signalisation pro-apoptotiques telles que B-cell 
lymphoma 2 (Bcl-2)-associated death promoter (BAD) et Caspase 9 (figure 22).137 
L’activation de la PI3K par le VEGFR2 se fait grâce au recrutement de la protéine adaptatrice 
Src homology 2 domain-containing adapter protein B (Shb) nécessaire à l’activation de la 
PI3K sur le site Tyr1175.138 
 Migration : L’activation du VEGFR2 par le VEGFA est aussi à l’origine de 
l’induction de plusieurs voies de signalisation impliquées dans la migration des cellules 
endothéliales. Le site Tyr1175 est notamment impliqué dans ce phénomène via le mécanisme 
précédemment cité faisant intervenir la voie de signalisation Shb > PI3K > Akt (figure 22).139 
Shb est également capable de recruter les protéines Focal-Adhesion Kinases (FAK) et leur 
substrat paxilline, tous les deux impliqués dans le renouvellement des adhérences focales 
nécessaire à la migration des cellules endothéliales.140,141 Le site d’autophosphorylation Tyr951 
est également impliqué dans la migration des cellules endothéliales. En effet, ce site permet le 
recrutement de la protéine adaptatrice T-cell-specific adaptator (TSAd) également appelée 
VEGF receptor-associated protein (VRAP). Plusieurs études ont ainsi démontré que la voie de 
signalisation Tyr951-TSAd est impliquée dans la migration des cellules endothéliales induite 
par le VEGFA.136,142 La phosphorylation du site Tyr1214 est impliquée dans le remodelage de 
l’actine induit par le VEGFA via le recrutement de la protéine adaptatrice Non-catalytic 
region of tyrosine kinase adaptor protein 1 (Nck) puis l’activation séquentielle de la protéine 
Cell Division Cycle 42 (CDC42) puis de la protéine MAP-Kinase p38.143 
 Perméabilité vasculaire : Le site Tyr1175 participe également à la perméabilité 
vasculaire en permettant la production d’oxyde nitrique (NO) grâce à la phosphorylation du 
résidu sérine 1177 et l’activation directe de l’endothelial NO synthase (eNOS) par Akt (figure 
22). Le site Tyr801 serait lui aussi indispensable à la phosphorylation de la eNOS par Akt.144 
Les protéines constituant les jonctions adhérentes jouent aussi un rôle prépondérant lors de la 
perméabilité vasculaire. L’activation du VEGFR2 conduit à la phosphorylation des VE-
cadhérines induisant un relâchement de ces jonctions.145-148 Il semble que la protéine kinase 
Transforming (sarcoma inducing) gene of Rous sarcoma virus (Src) est nécessaire pour 
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Figure 23 : Implication du FGF au cours des évènements cellulaires 
nécessaires à l’angiogenèse 
Modifiée d’après Presta M et al., Cytokine Growth Factor Rev 2005.149 
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permettre la phosphorylation des VE-cadhérines et l’induction de la perméabilité vasculaire 
consécutive in vivo.150-152 Enfin, le VEGFA peut également induire la formation d’un 
complexe entre TSAd et Src, suggérant que TSAd pourrait réguler l’activation de Src induite 
par le VEGFR2 ainsi que la perméabilité vasculaire qui en découle.142 
1.2 Le FGF2 
La famille du facteur de croissance fibroblastique (FGF, Fibroblast Growth Factor) 
comprend 22 membres chez l’Homme dont la taille varie de 17 à 34 kDa.153 La plupart des 
FGF stimule diverses fonctions cellulaires, dont la migration, la prolifération et la 
différenciation cellulaires.154 Ces évènements sont essentiels pour une grande variété 
d’évènements physiologiques et pathologiques tels que l’angiogenèse,149 la vasculogenèse,155 
la cicatrisation, 156 la croissance tumorale157 et le développement embryonnaire.158 Ces effets 
cellulaires sont consécutifs à leur fixation sur leurs récepteurs à activité tyrosine kinase 
(FGFR1, FGFR2, FGFR3 et FGFR4.)159 Parmi les 22 membres de cette famille, peu ont fait 
l’objet de recherches concernant leur potentiel angiogénique in vitro et in vivo, les membres 
les plus étudiés étant le FGF1 et le FGF2. Le FGF2 est un polypeptide de 18 kDa existant 
sous 5 isoformes issues de l’épissage alternatif de son ARNm. Il est sécrété par les cellules 
myocardiques, les cellules tumorales, les cellules endothéliales et les cellules musculaires 
lisses. Il induit les évènements cellulaires requis lors du processus angiogénique in vivo et in 
vitro sur des cellules endothéliales (figure 23). Ainsi, l’activation du FGFR1 et du FGFR2 par 
le FGF2 induit la prolifération160 et la migration des cellules endothéliales,161,162 via la voie de 
signalisation de la PKC comme cela est le cas pour le VEGFA pour la prolifération,163 mais 
aussi pour la migration.164 De plus, le FGF2 est connu pour réguler l’expression des 
molécules d’adhérence telles que les intégrines αvβ3165,166 et les cadhérines167,168 mais aussi 
augmenter la production et la sécrétion des MMPs et de l’uPA par les cellules endothéliales 
leur permettant de dégrader la matrice extracellulaire.149 Enfin, le FGF2 augmente la 
formation d’un réseau capillaire par les cellules endothéliales in vitro169 en présence du 
VEGFR1170 soulignant ainsi les interactions entre les voies de signalisation activées par le 
FGF2 et du VEGFA. Le FGF2 permet la néovascularisation indirectement par activation du 
système VEGF/VEGFR. En effet, d’une part, les antagonistes du VEGFR2 inhibent 
l’angiogenèse in vivo et in vitro induite à la fois par le VEGFA et par le FGF2,171 d’autre part, 
le FGF2 endogène et exogène augmente l’expression du VEGFA172 ainsi que des FGFRs et 
des VEGFRs173 par les cellules endothéliales. Ces interactions avec le VEGFA sont également 
bien illustrées par l’induction de la différenciation endothéliale et de l’angiogenèse in vivo
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Figure 24 : Implication du PDGF au cours de l’angiogenèse 
Zhang J et al., Faseb J 2009.174 
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par synergie entre le FGF2 et le VEGFA.175 Le FGF2 agit sur les cellules endothéliales de 
manière paracrine suite à sa sécrétion par les cellules tumorales, stromales et/ou leur 
production à partir de la matrice extracellulaire, mais aussi de manière autocrine suite à sa 
sécrétion par les cellules endothéliales.176 
1.3 Le PDGF 
Le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF, Platelet-Derived Growth 
Factor) est une glycoprotéine sécrétée par les plaquettes sous forme d’homo ou d’hétéro-
dimère, composée de deux chaînes A et B générant les 3 isoformes PDGF-AA, PDGF-BB et 
PDGF-AB. Les membres de cette famille induisent leur signalisation intracellulaire en se 
fixant sur leurs récepteurs au PDGF, PDGFR-α et PDGFR-β.177 L’isoforme du PDGF la plus 
étudiée est le PDGF-BB. Ses cibles principales sont les cellules murales des vaisseaux 
sanguins telles que les péricytes et les cellules musculaires lisses, qui sont recrutées autour du 
vaisseau sanguin naissant, favorisant la maturation de ce dernier.178 Le PDGF-BB stimule 
l’angiogenèse in vivo,174,179 le remodelage vasculaire, ainsi que la maturation et la stabilisation 
des néovaisseaux sanguins grâce au recrutement des péricytes (figure 24).180 Les souris 
déficientes pour les gènes du PDGF-BB ou du PDGFR-β meurent in utero par altération de la 
perméabilité vasculaire. Il a été démontré que cette altération de la perméabilité vasculaire est 
due à un manque de recouvrement des vaisseaux sanguins par les péricytes.180-182 
1.4 Le système angiopoïétines-récepteur Tie2 
Comme nous l’avons précédemment abordé, ce système joue un rôle prépondérant lors 
de la dilatation et de la perméabilité vasculaire. L’Ang1 et l’Ang2 sont principalement 
sécrétées par les cellules murales (péricytes et cellules musculaires lisses) et les cellules 
endothéliales.4 Lorsque le vaisseau sanguin est quiescent, l’Ang1est liée à son récepteur Tie-2 
présent à la surface des cellules endothéliales, induisant sa phosphorylation. Cette 
phosphorylation permet dans un premier temps, le maintien des contacts intercellulaires et des 
contacts avec la membrane basale, puis dans un deuxième temps le recrutement des péricytes. 
L’Ang2 est, quant à elle, un antagoniste du récepteur Tie-2 pour lequel elle a la même affinité 
que l’Ang1. La fixation de l’Ang2 va donc inhiber la phosphorylation de Tie-2, ce qui a pour 
conséquence de déstabiliser les contacts intercellulaires avec la membrane basale, induisant 
de ce fait la perméabilité vasculaire (figure 6A). De plus, la déstabilisation de l’endothélium 
induite par Ang2 le rendrait plus susceptible de répondre aux facteurs pro-angiogéniques tels 
que le VEGFA.183 En l’absence du VEGFA, Ang2 entraine la régression des vaisseaux 
sanguins.4 
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Figure 25 : Implication du TGF-β au cours de l’angiogenèse 
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1.5 Les Métalloprotéinases Matricielles 
La dégradation de la matrice extracellulaire constitue un évènement clé pour la 
migration des cellules endothéliales. Les MMPs sont principalement impliquées dans ce 
phénomène, ainsi que dans le remodelage de la matrice extracellulaire et la libération de 
facteurs pro- (FGF2, VEGFA, TGF-β, etc…)4 ou anti-angiogéniques (TSP-1, endostatine, 
etc…)58,59 à partir de la matrice extracellulaire.60 
1.6 Les cytokines pro-angiogéniques 
Les cytokines sont regroupées dans une superfamille de protéines solubles de 8 à 50 
kDa, non spécifiques. Elles sont principalement sécrétées par les cellules du système 
immunitaire ainsi que par un grand nombre de cellules et/ou tissus. Cette sécrétion par les 
tissus leur permet de réguler leur fonction ou de recruter les cellules du système immunitaire. 
Leur action autocrine (sur les lymphocytes T) ou paracrine est essentielle au cours du 
développement embryonnaire, de l’hématopoïèse, du remodelage tissulaire, de la réponse 
inflammatoire et immunitaire.185 Elles sont regroupées en différentes familles : les interférons, 
les interleukines, les chémokines, les Colony Stimulating Factors, la famille du Tumor 
Necrosis Factor (TNF) et la famille du Transforming Growth Factor (TGF). 
1.6.1 TGF-β 
Le TGF-β est un polypeptide multifonctionnel généré sous forme de précurseur 
dimérique clivé par des protéases et sécrété.186 Le TGF- β se lie à deux principales classes de 
récepteurs à activité sérine/thréonine kinase : les récepteurs de type II tels que le TGF-β type 
II receptor (TβRII) et les récepteurs de type I également appelés activin receptor-like kinase 
(ALKs) tels que ALK5.187,188 Le TGF- β induit sa signalisation dans les cellules endothéliales 
en activant les récepteurs ALK5 et ALK1,189,190 l’expression de ce dernier est restreinte à 
l’endothélium vasculaire.191 Il est impliqué dans le développement du système vasculaire, 
affecte le fonctionnement des cellules endothéliales et murales. Cependant ces réponses au 
TGF-β sont complexes et relèvent aussi bien d’une stimulation que d’une inhibition de 
l’angiogenèse.192 En effet, les études menées chez les souris déficientes pour le gène du TGF-
β montrent que les embryons de ces souris meurent in utero à cause d’une déficience de 
vasculogenèse.189,193,194 De plus, le rôle pro-angiogénique du TGF-β au cours de 
l’angiogenèse in vivo est bien documenté.195 In vitro la situation semble plus complexe, car si 
le couple TGF-β/ALK1 stimule la prolifération, la migration et la formation du réseau 
capillaire via le recrutement de Smad1/5, 192,196,197 le couple TGF-β/ALK5 inhibe la 
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Figure 26 : Régulation de l’angiogenèse par les miRNAs 
Modifiée d’après Suarez Y et Sessa WC, Circ Res 2009.198 
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prolifération,199 la migration et la formation du réseau capillaire via le recrutement de 
Smad2/3 (figure 25)190,196. Enfin, si le TGF-β est capable d’augmenter l’expression et 
l’activité d’autres facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGFA200,201 et le PDGF,202 il est 
aussi capable d’inhiber l’angiogenèse induite par le FGF2 in vitro.203 
1.6.2 TNF-α 
La famille des TNF est constituée par deux isoformes : le TNF-α et le TNF-β 
partageant plus de 32% d’homologie de séquence en acides aminés. Le TNF-α est un 
polypeptide homodimérique de 17 kDa transmembranaire pouvant agir de manière juxtacrine 
ou paracrine après clivage. La forme soluble du TNF-α ainsi générée est capable d’induire 
une signalisation intracellulaire en se fixant sur deux récepteurs : le p55 TNF Receptor 
(CD120a) et le p75 TNF Receptor (CD120b).204 Le TNF-α est capable d’induire 
l’angiogenèse in vivo205,206 et stimule la formation du réseau capillaire par les cellules 
endothéliales207 et leur migration206 in vitro. Cependant, il inhibe également la prolifération 
des cellules endothéliales induite par le FGF2 et le VEGFA in vitro.205,208,209 L’ensemble de 
ces controverses concernant le rôle des cytokines au cours de l’angiogenèse a amené le 
concept de dépendance à l’environnement. Le rôle des cytokines pourrait ainsi être dépendant 
de la concentration de celles-ci184,210 et/ou pourrait également être médié par différents 
facteurs angiogéniques tels que le PDGF,211 le FGF2212 ou le VEGFA.212,213 
1.7  Les micro-ARN (miRNA) 
Les micro-ARN sont de petits ARN non codant de 20 à 25 nucléotides régulant 
négativement l’expression de gènes cibles au niveau post-transcriptionnel.214,215  
Le rôle joué par les miRNAs au cours de l’angiogenèse a été déterminé par mutation 
de la ribonucléase III appelée Dicer, enzyme limitante impliquée lors de la maturation des 
miRNAs (figure 26).198 La régulation post-transcriptionnelle par les miRNAs joue un rôle 
prépondérant au cours du développement, de la différenciation, du métabolisme, de la 
croissance, de la prolifération et de l’apoptose.214-217 Plus de 700 miRNAs ont été clonés à 
l’heure actuelle et les prédictions bio-informatiques indiquent qu’ils réguleraient 30% de 
l’ensemble des protéines.218,219 La génération de souris homozygotes Dicerex1/2 pour lesquelles 
les séquences d’acides aminés des deux premiers exons du gène codant pour le Dicer ont été 
supprimées, a permis de mettre en évidence le rôle joué par ce dernier au cours de 
l’angiogenèse embryonnaire.220 La létalité de cette modification génique est attribuée à un 
défaut de vascularisation du sac embryonnaire associé à l’altération de l’expression du 
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Tsp-1, E2F1, CTGF, PTEN 
Bim 
 angiogenèse tumorale et  induite 
par les cellules endothéliales  
Let-7f et miR-27b Non déterminé 
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par les cellules endothéliales 
miR-378 Sufu, Fus-1  angiogenèse tumorale 
pro-
angiogéniques 
miRs-221 et 222 c-kit, eNOS, p27/Kip1  
 angiogenèse tumorale  
 angiogenèse induite par les 




miRs-15 et 16 VEGF, Bcl2   angiogenèse tumorale  
miRs-155 ATIR 









Tableau 1 : Rôle de certains miRNA au cours de l’angiogenèse 
Modifié d’après Suarez Y et Sessa WC, Circ Res 2009.198 
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VEGFA et de ses récepteurs. Le Dicer joue donc un rôle prépondérant au cours de 
l’angiogenèse embryonnaire, probablement via la régulation de l’expression de facteurs pro-
angiogéniques clés par les miRNAs.220 L’implication des miRNAs dépendants de la 
maturation par le Dicer lors de la signalisation vasculaire et des évènements cellulaires liés à 
l’angiogenèse a été confirmée par la suite in vitro et in vivo.221-224 De plus, la nécessité de 
miRNAs endothéliaux lors de l’angiogenèse post-natale a été testée grâce à la génération de 
lignées de souris pour lesquelles le gène codant pour le Dicer est réprimé de manière 
conditionnelle dans les cellules endothéliales.223 Cette étude a montré une diminution de 
l’angiogenèse induite par le VEGF chez ces souris. Enfin, l’environnement et notamment les 
facteurs pro-angiogéniques peuvent modifier le taux d’expression des miRNAs (figure 26).198 
La première analyse à grande échelle de l’expression de miRNAs dans les cellules 
endothéliales réalisée sur les HUVECs, a permis d’identifier 15 miRNAs fortement exprimés 
comme cibles potentielles suite à l’activation de récepteurs par leur ligand pro-
angiogénique.225 Par la suite, d’autres études ont complété cette première observation afin 
d’établir la liste suivante : miR-15b, -16, -20, -21, -23a et b, -24, -29a et b,-31, -100, 106, -
125a et b, -126, -130a, -181a, -191, -221, -222, -320, -let7, -let7-b à d.221,222,225 Cependant les 
cibles et les fonctions (pro- ou anti- angiogéniques) de ces miRNAs au cours de l’angiogenèse 
n’ont été caractérisées que pour certains d’entre eux (tableau 1).198 
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2 Les facteurs anti-angiogéniques 
2.1 Les facteurs anti-angiogéniques endogènes 
Les inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse incluent une large variété de peptides, 
métabolites d’hormones, et de modulateurs de l’apoptose.21,51,226,227  
2.2 Les facteurs anti-angiogéniques dérivés de la matrice extracellulaire 
Il est désormais bien connu que les composants de la membrane basale sont capables 
de réguler les fonctions des cellules endothéliales en plus de leur fournir un support structurel 
et fonctionnel.228 Un ensemble d’inhibiteurs endogènes de l’angiogenèse a été décrit dans 
lequel se trouve un grand nombre de fragments naturels des protéines de la matrice 
extracellulaire.229 
2.2.1 L’endostatine 
L’endostatine est un fragment de 20 kDa dérivé du domaine NC1 de la partie C-
terminale du collagène de type XVIII.230 Des études ont démontré que l’endostatine interfère 
avec les voies de signalisation induites par le TNF-α231 et le FGF2 dans les cellules 
endothéliales, bloquant la migration232 et la prolifération233 et favorisant l’apoptose.234 
L’endostatine régule également l’ensemble de la signalisation induite par le VEGFA en 
interagissant directement avec le VEGFR2.235 De plus, elle inhibe rapidement les voies de 
signalisation angiogéniques ainsi que l’expression d’un grand nombre de gènes impliqués 
dans la croissance cellulaire et la résistance à l’apoptose des cellules endothéliales.236 Les 
effets anti-angiogéniques de l’endostatine sont accentués suite à sa fixation sur les molécules 
d’adhérence telle que l’intégrine α5β1. En se fixant sur cette intégrine, l’endostatine induit le 
blocage de la voie de signalisation des MAP-Kinases, aboutissant à l’inhibition de la 
prolifération médiée par Erk 1/2 et de la migration médiée par p38.237 Elle peut également se 
fixer sur les héparanes sulfates protéoglycanes de surface impliqués lors de la signalisation 
par les facteurs de croissance.238-240 L’endostatine réduit la capacité invasive des cellules 
endothéliales en inhibant l’activation et l’activité de certaines MMPs telles que les MMP-2 et 
-9,241-243 ainsi que l’activateur du plasminogène.244 Il a été démontré que certaines MMPs sont 
capables de produire des peptides contenant de l’endostatine de différentes tailles (20 à 30 
kDa) à partir du collagène de type XVIII, suggérant un rétrocontrôle négatif de l’endostatine 
sur sa propre production.245 
Introduction   Chapitre 2 – Régulation de l’angiogenèse 
2. Les facteurs anti-angiogéniques 
 - 78 - 
Introduction   Chapitre 2 – Régulation de l’angiogenèse 
2. Les facteurs anti-angiogéniques 
 - 79 - 
L’endostatine existe sous forme de monomères dont les propriétés ont été 
préalablement décrites mais aussi sous forme de trimères dont la fonction serait d’induire la 
migration cellulaire.246,247 L’existence du rétrocontrôle négatif de l’endostatine sur sa 
production pourrait permettre la prévention de ces trimères. Enfin, il existe un décalage 
important entre la concentration circulante (40 à 100 ng/ml) et la concentration pour laquelle 
l’endostatine inhibe la croissance tumorale (5 à 10 µg/ml in vitro et 0,2 à 20 mg/ml in vivo). 
Ceci suggère que l’effet de l’endostatine serait plus consécutif à de fortes concentrations 
locales qu’à sa véritable fonction physiologique. 
2.2.2 Les thrombospondines (TSPs) 
Les TSPs font partie d’une large famille de glycoprotéines matricielles connues pour 
réguler un panel important de fonctions biologiques telles que l’adhérence, la prolifération, la 
survie, l’invasion (en inhibant l’activation de protéases), l’activation du TGF-β et 
l’angiogenèse.248,249 Parmi ces protéines, la TSP1 fut la première protéine reconnue comme 
facteur anti-angiogénique naturel.250 Le rôle anti-angiogénique et anti-tumoral de la TSP1 est 
bien documenté dans la littérature.251-257 La TSP1 est notamment capable de bloquer la 
signalisation induite par le FGF2 ainsi que par le VEGF grâce à l’existence de deux sous-
domaines distincts et spécifiques à chacun de ces facteurs.251 De plus, elle serait capable de 
discriminer lors de son action inhibitrice la néovascularisation pathologique de la 
vascularisation physiologique. En effet, le récepteur du ligand FasL (Fas Ligand) est 
faiblement exprimé dans les cellules endothéliales quiescentes mais est surexprimé suite à la 
stimulation par les facteurs pro-angiogéniques. Ainsi, les inhibiteurs augmentant l’expression 
de FasL tels que la TSP1 sensibiliseraient spécifiquement les cellules endothéliales à 
l’apoptose. En effet, les cellules endothéliales surexpriment le récepteur de FasL suite à leur 
stimulation par les facteurs pro-angiogéniques.258 Cependant certaines études suggèrent une 
double activité de la TSP1 (pro-angiogénique et anti-angiogénique) dépendant du type de 
protéase impliqué dans sa propore production via la matrice extracellulaire.249,259 La TSP2 
présente également une activité anti-angiogénique in vitro et in vivo, dont le mécanisme sous-
jacent serait une inhibition de la migration et de la formation du réseau capillaire des cellules 
endothéliales induites par le VEGFA, ainsi qu’une augmentation de l’apoptose.260 
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2.3 Les facteurs de croissance et les cytokines 
2.3.1 Le Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF) 
Depuis 1999, le PEDF est considéré comme le principal inhibiteur de l’angiogenèse 
oculaire chez les mammifères et est impliqué dans les pathologies oculaires, telle que la 
rétinopathie diabétique.261-264 Dans les modèles animaux de pathologies hypoxiques oculaires, 
l’expression du PEDF est supprimée par l’hypoxie induisant alors la néovascularisation de la 
rétine.261,265 Dans des modèles de cancers, la surexpression du PEDF inhibe la progression et 
l’invasion des gliomes,266 réduit la croissance tumorale et la vascularisation des 
mélanomes.267 L’activité anti-angiogénique du PEDF est réversible et spécifique aux 
nouveaux vaisseaux sanguins en prolifération. Cette activité, tout comme pour la TSP-1, serait 
dépendante de la surexpression de Fas-L induite par le PEDF dans les cellules endothéliales 
aboutissant à leur apoptose.258 En condition physiologique, il existerait un équilibre entre le 
PEDF et le VEGFA au cours duquel le PEDF contrecarrerait les effets cellulaires du VEGFA. 
Lors d’un stress hypoxique, l’expression du PEDF diminuerait, faisant pencher la balance en 
faveur du VEGFA.268 Cet équilibre serait primordial pour prévenir le développement de la 
néovascularisation oculaire.262,269 
2.3.2 Les Interleukines 
Les interleukines font partie de la grande famille des cytokines sécrétées par les 
leucocytes afin d’activer les lymphocytes. Certaines d’entre elles sont également capables 
d’influencer l’angiogenèse. Ainsi l’IL-1β, l’IL-4, et l’IL-18 sont connues pour inhiber 
l’angiogenèse induite par le FGF2.270-272 
2.4 Autres facteurs anti-angiogéniques 
2.4.1 L’angiostatine 
La famille des angiostatines regroupe de petits peptides de 28 à 45 kDa issus du 
clivage du plasminogène par des protéases.273-275 Parmi les protéases capables de générer 
l’angiostatine, les membres de la famille des MMPs tels que les MMP-2, -3, -7, -9 et -12 sont 
les plus connus.274,276-278 L’angiostatine est connue pour inhiber la prolifération et la migration 
des cellules endothéliales,279 mais n’a pas d’effet sur la signalisation induite par les facteurs 
de croissance.280 Plusieurs hypothèses ont été proposées comme mécanisme d’action de 
l’angiostatine : soit l’angiostatine se lie directement à l’Adénosine triphosphate (ATP) 
synthase à la surface des cellules endothéliales modifiant ainsi le pH intracellulaire conduisant 
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Figure 27 : Exemple de ciblage de la signalisation du VEGFR2 
Kowanetz M et Ferrara N, Clin Cancer Res 2006.281 
 
Substance Cibles Indication 
 survie sans 
progression (mois) 




1,4 à 4,4 1,4 à 4,7 
Cancer pulmonaire non à 
petites cellules métastatique 
0,4 à 1,7 2 
Cancer mammaire 
métastatique 
0,8 à 5,9 Non renseigné 
Bevacizumab VEGFA 












Carcinome rénal 6 Non renseigné 
 
Tableau 2 : Anticorps ciblant la signalisation du VEGF et traitement de cancers 
Modifié d’après Carmeliet P, Nature 2011.23 
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à l’apoptose des cellules endothéliales,282 soit elle se lie à l’intégrine αvβ3 inhibant ainsi la 
migration des cellules endothéliales induite par la plasmine.283 
2.4.2 Tissue inhibitors of matrix metalloproteinases (TIMPs) 
Le rôle principal des TIMPs est d’inhiber l’activité des MMPs responsables du 
remodelage de la matrice extracellulaire. Cependant, les TIMPs jouent également un rôle 
important lors de l’apoptose, de la prolifération et de la différenciation cellulaires.284,285 Ainsi, 
le TIMP2 inhibe la prolifération in vitro et l’angiogenèse in vivo induite par les facteurs pro-
angiogéniques, grâce à sa fixation sur l’intégrine α3β1 présente à la surface des cellules 
endothéliales, indépendamment de sa fonction inhibitrice des MMPs.286 La fixation de TIMP2 
sur l’intégrine α3β1 permet le recrutement et l’activation de la protéine phosphatase Src-
homology-2-domain containing protein tyrosine phosphatase 1 (SHP1)287 responsable de la 
déphosphorylation des récepteurs VEGFR2288 et FGFR1.289 
2.5 Les inhibiteurs du VEGF et de sa signalisation 
Certains inhibiteurs, qu’ils soient endogènes ou synthétiques, ciblent plus 
particulièrement la signalisation intracellulaire induite suite à l’activation du VEGFR2 par le 
VEGFA. En effet, ces voies de signalisation étant critiques lors de l’induction de 
l’angiogenèse, elles constituent une cible de choix afin de rendre quiescente une angiogenèse 
devenue exacerbée et pathologique. 
2.5.1 Les anticorps ciblant le VEGF et sa signalisation 
En 1971, Judah Folkman est le premier à émettre l’hypothèse d’asphyxier les tumeurs 
grâce à des traitements anti-angiogéniques.51 Trois décennies plus tard, en février 2004, le 
bevacizumab (Avastin®), un anticorps humanisé monoclonal dirigé contre le VEGFA (figure 
27), devient le premier inhibiteur de l’angiogenèse approuvé aux Etats-Unis par la Food and 
Drug Administration (FDA).290 Des études précédentes ont permis de mettre en évidence un 
meilleur taux de survie chez les patients souffrant d’un cancer colorectal métastatique,291 ou 
d’un cancer du poumon non à petites cellules métastatique,292 ou d’un cancer mammaire 
métastatique, ou d’un cancer rénal métastatique,293 lorsque ceux-ci étaient traités avec le 
bevacizumab combiné à un agent chimiothérapeutique classique (tableau 2). La combinaison 
du traitement anti-angiogénique associé au traitement chimiothérapeutique repose sur 
l’hypothèse de normalisation de la vascularisation tumorale précédemment abordée. Le 
bevacizumab a également prouvé son efficacité dans le traitement de pathologies de 
néovascularisation oculaires telle que la DMLA,294,295 l’œdème maculaire causant l’occlusion  
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Figure 28 : Structure de la famille des PTP « classiques » 
Modifiée d’après Tonks, Nat Rev Mol Cell Biol 2006.296 
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de la veine centrale de la rétine297 et la rétinopathie diabétique.298 Depuis, plusieurs autres 
agents bloquants le VEGFA et sa signalisation sont aujourd’hui utilisés cliniquement pour 
traiter certaines formes de cancer et de pathologies occulaires.299,300 Ainsi, le Sunitinib 
(Sutent®) et le Sorfenib (Nexavar®), dont les principales cibles sont le VEGFR2, ont été 
approuvées par la FDA respectivement pour le traitement des tumeurs gastro-intestinales 
résistantes au Gleevec,301 des carcinomes hépatocellulaires302 et conjointement pour le 
traitement du carcinome rénal avancé (figure 27 et tableau 2).303,304 De son coté, le Pegaptanib 
(Macugen®), un aptamer capable de se lier au VEGFA165, mais pas au VEGFA121 ou aux 
fragments protéolytiques du VEGFA, a été approuvé en 2004 par la FDA pour le traitement 
de tous les sous-types angiogéniques de DMLA (figure 27).299 Cependant les bénéfices de 
survie grâce à ces traitements sont faibles (tableau 2) et les effets secondaires sont multiples, 
tels que : hypertension, accidents cardiovasculaires, saignements, perforations, 
l’hypothyroïdisme, protéinuries et œdèmes.305,306 De nouvelles études prennent désormais 
pour cible d’autres facteurs pro-angiogéniques tels que le PlGF.307 
 
2.5.2 Les protéines phosphatases SHP1 et SHP2 
2.5.2.1 La famille des protéines phosphatases intracellulaires (PTPs) 
L’activation du VEGFR2 étant un évènement prépondérant lors de la réponse 
angiogénique, son activité se doit d’être finement régulée physiologiquement afin d’éviter 
l’apparition d’une néovascularisation pathologique. Depuis leur découverte, les protéines 
phosphatases (PTPs) ont démontré qu’elles régulaient l’activité et la durée de réponse d’un 
grand nombre de récepteurs à activités tyrosine kinase, dont le VEGFR2.296 Cette famille de 
protéines qui comporte 107 membres chez l’Homme, se caractérise par une activité 
enzymatique de déphosphorylation et peut se diviser en deux catégories : les PTPs dites 
« classiques », dont la fonction est de déphosphoryler uniquement les résidus tyrosines et les 
PTPs à double spécificité, capables de déphosphoryler à la fois les résidus tyrosine et les 
résidus sérine/thréonine.308 Le domaine catalytique des PTPs (Domaine PTP en bleu figure 
28) est constitué par une séquence de 280 acides aminés, dans laquelle une courte séquence 
appelée motif de signature, fonctionne comme une boucle de liaison au phosphate au sein du 
site actif.309Le résidu cystéine (Cys) du site catalytique des PTPs est essentiel à leur activité, 
comme en témoigne la diminution d’activité catalytique observée lors d’une expérience de 
mutagenèse dirigée.310 Cette cystéine agit comme un nucléophile lors de la réaction de 
catalyse, transformant l’atome de phosphate cible en intermédiaire thiophosphate. Un autre 
résidu important pour la réaction de phosphorylation est l’acide aspartique (Asp) situé dans la  
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boucle de liaison au phosphate. En agissant comme un acide lors de la réaction de catalyse, il 
permet au substrat de libérer le groupement phosphate, se détachant ainsi de la PTP. 
A ce jour, seules les PTP « classiques » ont démontré une activité régulatrice de 
l’activation du VEGFR2. Cette sous-famille de PTP comprend 37 membres chez l’Homme311 
et se subdivise elle-même en deux nouvelles catégories : les PTP de type récepteurs 
transmembranaires (PTP receptor-like : PTPR) et les PTP non récepteurs cytoplasmiques 
(PTP Non-Transmembrane : PTPN) (figure 28).296 Les PTPR ont la capacité de réguler la 
signalisation intracellulaire par déphosphorylation des tyrosines cibles suite à la fixation de 
leur ligand. Leur implication est principalement connue lors de la régulation des molécules 
d’adhérence cellulaire.296 Les PTPN sont quant à elles caractérisées par la présence de 
séquences qui flanquent leur domaine catalytique. Ces séquences contrôlent leur activité 
directement en interagissant avec un site actif modulant leur activité, comme cela est le cas 
pour la protéine phosphatase Src-homology-2-domain containing protein tyrosine phosphatase 
2 (SHP2), ou indirectement en contrôlant la spécificité de leur substrat.312 Au sein de cette 
sous-famille de PTP « classiques », 6 sont connues pour leur implication lors de la régulation 
de l’angiogenèse dépendante du VEGFA : T-Cell protein tyrosine phosphatase (TC-PTP),313 
Vascular endothelial protein tyrosine phosphatase (VE-PTP),314-316 PTP1B,317 Density-
enhanced phosphatase-1 (DEP-1),135 SHP1 également appelée tyrosine-protéine phosphatase 
non-receptor type 6 (PTPN6),287,318,319 et SHP2 également appelée tyrosine-protéine 
phosphatase non-receptor type 11 (PTPN11).320-322  
Par la suite, les phosphatases Src homology-2 (SH2) domain-containing 
phosphatases : SHP1 et SHP2 seront particulièrement décrites. 
2.5.2.2 Les protéines SHPs 
Les protéines SH2 domain-containing phosphatases (SHP) constituent une petite sous-
famille de PTPNs hautement conservées comprenant deux membres chez les Vertébrés : les 
protéines phosphatases SHP1 et SHP2.323 
• Structure et activation : La majorité des études concernant les SHPs a été focalisée 
sur la fonction de SHP2. Néanmoins, les similarités de structure du domaine PTP de SHP1 et 
de SHP2,324,325 leurs propriétés enzymologiques comparables et la forte conservation des 
résidus impliqués dans leur inhibition basale au cours de l’évolution, suggèrent que leurs 
mécanismes de régulation sont analogues.323,326,327 
Les SHPs sont composées de deux domaines SH2 de 100 acides aminés situés à 
l’extrémité N-terminale de la protéine appelés N-SH2 et C-SH2, ainsi que de deux sites de 
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Figure 29 : Structure et activation des protéines SHPs 
Modifiée d’après Mannell H et Krotz F, Mini Rev Med Chem 2012.328 
 
(A) Protéine phosphatase inactive. 
(B) Activation des protéines phosphatases par fixation d’un ligand. 
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phosphorylation tyrosine C-terminaux (Tyr542 et Tyr580) permettant leur régulation (figure 
29).323 Les domaines SH2 gouvernent la liaison des SHPs aux résidus tyrosine phosphorylés 
sur d’autres protéines, contrôlant ainsi les interactions spécifiques protéine-protéine entre 
SHP2 et ses substrats.323,329 La liaison d’un peptide phosphotyrosine sur le domaine N-SH2 
stimule l’activation du domaine tyrosine phosphatase de la SHP, situé à l’extrémité C-
terminale et exerce une faible activité endogène.323,327 Des expériences de mutagenèse 
dirigées contre les domaines SH2, ont permis de démontrer que le domaine N-SH2 est 
responsable de l’inactivation des SHPs. A l’état inactif basal, le domaine N-SH2 est inséré 
dans la fente du domaine phosphatase catalytique créant une entrave stérique pour l’activité 
phosphatase (figure 29A).323,328,330 
Deux mécanismes d’activation des protéines SHPs ont été suggérés : 
 Le premier mécanisme d’activation repose sur des études portant sur la 
structure cristallographique et les propriétés enzymatiques des SHPs. Le domaine C-SH2 reste 
ouvert du fait de la capture du domaine N-SH2 par le domaine phosphatase et peut se lier 
librement au domaine tyrosine phosphorylé sur le ligand (figure 29B). La liaison d’un ligand 
par l’un de ses deux résidus phospho-tyrosines sur le domaine C-SH2 de la SHP, induit 
l’augmentation locale de la concentration de ce ligand. Cette étape permettrait au domaine N-
SH2 de se libérer de l’inhibition allostérique qu’il subit à l’état inactif, afin de se lier au 
deuxième résidu phospho-tyrosine du ligand, rendant alors la SHP active.296,328,331 Les ligands 
(substrats) des SHPs sont des récepteurs à activité tyrosine kinase ou des adaptateurs 
phosphorylés. La liaison des SHPs sur leurs ligands induirait la translocation de celles-ci du 
cytoplasme vers la membrane pour y exercer leur activité. 
 Le second mécanisme d’activation est basé sur la phosphorylation de deux 
résidus tyrosines, Tyr536 et Tyr564 concernant SHP1, 332 Tyr542 et Tyr580 concernant SHP2,333 
situés à leur extrémité C-terminale par des protéines kinases.334 Une fois phosphorylés, ces 
résidus se lieraient aux domaines SH2 des SHPs. Cette liaison libère la fente catalytique du 
domaine phosphatase, se retrouvant maintenant capable d’exercer son activité catalytique 
(figure 29C).323,328,335 
• Fonctions des SHPs : Les SHPs sont directement impliquées dans diverses activités 
cellulaires, telles que le maintien du cytosquelette, la division et la différenciation 
cellulaires.336-338 Leur activité phosphatase a été corrélée à la régulation de la signalisation des 
facteurs trophiques,339,340 de la croissance cellulaire,341 de l’activité de la voie des 
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Figure 30 : Structure de SHP1 
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MAP-Kinases Erk 1/2342 et de la migration cellulaire.343 Les SHPs peuvent toutes les deux 
être recrutées au niveau du VEGFR2 suite à la stimulation des cellules endothéliales par le 
VEGFA,344 afin d’induire une réduction de la phosphorylation du VEGFR2 en réponse au 
VEGFA.208,318,320-322,345 Historiquement, SHP1 était connue pour jouer un rôle négatif sur les 
fonctions cellulaires, alors que SHP2 était connue pour jouer un rôle positif dans la 
transduction des processus cellulaires. Cependant à l’heure actuelle, les fonctions de chacune 
de ces phosphatases semblent plus complexes. Des études ont démontrées que selon le 
contexte cellulaire les protéines phosphatases pouvaient avoir un rôle différent. C’est 
pourquoi, dans la suite de ce paragraphe nous nous intéresserons aux rôles, ainsi qu’aux voies 
de signalisation différemment régulées par SHP1 ou SHP2 selon le contexte cellulaire. 
2.5.2.3 SHP1 
• Structure : La protéine phosphatase SHP1 (68 kDa pour 595 acides aminés), 
également appelée PTPN6 (autrefois également connue sous les appellations de SH-PTP1, 
PTP1C, HCP ou Hcph) est principalement exprimée par toutes les cellules hématopoïétiques à 
tous les stades de maturation, et aussi faiblement exprimée par les cellules épithéliales.346-349 
Sa structure, typique des SHPs, se compose de deux sites d’activation par phosphorylation : 
Tyr536 et Tyr564 (figure 30). L’importance de ces deux résidus tyrosine au cours de l’activation 
de SHP1 a été démontrée par augmentation de l’activité PTP de SHP1 suite à la 
phosphorylation du site Tyr536 par l’insuline.350 Une autre étude a démontré le même 
phénomène suite à la phosphorylation du site Tyr564 par la protéine kinase Lyn de la famille 
transforming (sarcoma inducing) gene of Rous sarcoma virus (Src).351 Il existe un variant 
d’épissage de SHP1 appelé SHP1L, qui diffère de SHP1 par la composition de son extrémité 
C-terminale.352 La protéine phosphatase SHP1L a 66 acides aminés de plus que la protéine 
phosphatase SHP1. Les 37 derniers acides aminés de SHP1ont été remplacés par une nouvelle 
séquence riche en prolines lui permettant de se lier aux protéines contenant un domaine SH3. 
Ainsi la SHP1L ne compte plus qu’un seul site de phosphorylation : le site Tyr536 (figure 30). 
• Régulation de l’activité de SHP1 : Il existe 4 mécanismes de régulation de l’activité 
de SHP1 : 
 Phosphorylation des résidus tyrosine de SHP1 augmentant l’activité protéase 
de celle-ci. Des études ont notamment démontré que la protéine kinase Src est capable de 
phosphoryler le résidu Tyr536 de SHP1 augmentant ainsi son activité phosphatase.353,354 
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Figure 31 : Structure de SHP2 
Modifiée d’après Lorenz U, Immunol Rev 2009.334 
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 Translocation cytoplasmique : il a été suggéré que la localisation 
cytoplasmique de SHP1 altère sa fonction, ses principales cibles étant des récepteurs 
membranaires.355 
 Rétrocontrôle négatif exercé par les domaines SH2, permettant le maintien de 
SHP1 dans sa configuration inactive comme cela a été préalablement décrit. 
 Régulation de l’expression de SHP1, qui semble être dépendante du stade de 
développement et du type cellulaire. 
• Rôle et signalisation de SHP1 : Les fonctions biologiques de SHP1 ont été élucidées 
grâce à la génération de souris dont le gène codant pour SHP1 a été invalidé. Ces animaux 
meurent 2 à 3 semaines après leur naissance à cause de troubles affectant toutes les lignées 
hématopoïétiques.356 Depuis cette découverte, des études utilisant des mutants dominants 
négatifs de SHP1 ont démontré son implication lors de la répression des évènements de 
signalisation induits par les récepteurs aux antigènes, aux cytokines et aux facteurs de 
croissance.323,357,358 Parmi les récepteurs aux facteurs de croissance, le VEGFR2 a été 
démontré comme étant déphosphorylé par SHP1 suite à la stimulation par le TNF-α, 
aboutissant à l’inhibition de l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 et de la 
prolifération en réponse au VEGFA.208,318 En 2007, le rôle anti-angiogénique de SHP1 suite à 
l’activation par le TNF-α a clairement été mis en évidence in vivo et in vitro par Sugano et 
coll.345 Enfin, SHP1 est également impliquée dans la déphosphorylation des récepteurs 
VEGFR2288 et FGFR1289 induite par le facteur TIMP2 suite à sa fixation sur l’intégrine α3β1. 
2.5.2.4 SHP2 
• Structure : La protéine phosphatase SHP2 (68 kDa pour 597 acides aminés) est 
exprimée de manière ubiquitaire.296 Deux résidus tyrosines pouvant être phosphorylés sont 
retrouvés au sein de sa structure : le résidu Tyr542 et le résidu Tyr580 (figure 31). Le résidu 
Tyr542 se lierait au domaine N-SH2 tandis que le résidu Tyr580 se lierait au domaine C-SH2.359 
• Régulation de l’activité de SHP2 : Le résidu Tyr542 a une importance toute 
particulière lors de l’activation de SHP2 du fait de sa liaison au domaine N-SH2, principal 
responsable de l’activité phosphatase. Une étude a ainsi démontré que le résidu Tyr542 est le 
site majeur de phosphorylation de SHP2 in vivo.333 Cette phosphorylation peut être induite 
suite à l’activation de récepteurs tyrosine kinase tels que le PDGFR,360 l’EGFR et le 
VEGFR344,361 mais aussi par des protéines adaptatrices telles que Src,325 Grb2, Jak 2, la sous 
unité p85 de la PI3K et les ligands associés à Grb2 (Grb2-associated binder : Gab1 et 2).323,329 
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Figure 32 : Voies de signalisation induites par SHP2 
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• Rôle et signalisation de SHP2 : Si le rôle de SHP2 lors du développement est connu 
depuis de nombreuses années,362,363 son implication dans d’autres processus, tels que 
l’angiogenèse, émerge ces dernières années.328 La protéine phosphatase SHP2 régule de deux 
manières différentes la signalisation intracellulaire. 
 Voies de signalisation régulées directement par SHP2 : la principale voie de 
signalisation activée par SHP2 en réponse aux facteurs de croissance et aux cytokines est celle 
des MAP-Kinases Erk 1/2. Cette activation fait appel à différents mécanismes (figure 32) :  
 La déphosphorylation des protéines inhibitrices de Ras 
(RasGap364 et Sprouty).323,328,330 
 L’activation de Src soit directement par déphosphorylation de 
son résidu tyrosine inhibiteur (Tyr529)330 soit indirectement par déphosphorylation de son 
inhibiteur Csk.328,330,365 
La protéine phosphatase SHP2 joue également un rôle prépondérant lors de la 
régulation de la voie de signalisation de la PI3K. Cependant, ce rôle semble plus complexe 
que son rôle activateur de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2. En effet, différentes études 
suggèrent d’une part que SHP2 est capable d’activer la voie de signalisation de la PI3K en 
réponse au PDFG et à l’IGF-1, et d’autre part que SHP2 inhibe la voie de signalisation de la 
PI3K en réponse à l’EGF (figure 32).328 D’autres études ont également démontré d’une part 
que SHP2 inhibe les voies de signalisation des activateurs de transcription (Signal 
Transducers and Activators of Transcription : STAT)366,367 ainsi que les voies de signalisation 
de la famille des protéines kinases Janus (Janus Activated Kinase : JAK)368 et d’autre part que 
SHP2 active la voie de signalisation des protéines kinases FAK369 et du facteur nucléaire κ B 
(Nuclear Factor κ B : NFκB).370 Ces observations suggèrent que la protéine phosphatase 
SHP2 aurait un rôle pro-angiogénique. 
 Déphosphorylation de récepteurs à activité tyrosine kinase et régulation 
indirecte de voies de signalisation par SHP2 : Saxton et coll., ont démontré à partir d’embryon 
de souris mutantes pour la protéine phosphatase SHP2 que celle-ci pouvait également réduire 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 dépendante du PDGF en déphosphorylant le 
PDGFRβ.363 Depuis, il a été démontré que le collagène de type I est capable de limiter la 
signalisation induite par le VEGFR2 en réponse au VEGFA dans les cellules endothéliales par 
un mécanisme de déphosphorylation du VEGFR2 impliquant SHP2.320 De plus, de 
nombreuses études ont démontré l’implication de ce mécanisme lors des effets anti-
angiogéniques exercés par la dopamine suite à l’activation de son récepteur DDR2321 et par la 
protéine Gas6 (Growth arrest-specific gene 6) suite à l’activation de son récepteur Axl.322
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La signalisation régulée par SHP2 n’est pas uniquement importante pour la prolifération, la 
survie, et la migration des cellules endothéliales, mais aussi pour la migration des cellules 
musculaires lisses participant à l’angiogenèse. L’importance de SHP2 au cours du 
développement embryonnaire a été démontrée in vivo suite à la mort des embryons de souris 
homozygotes pour la délétion des exons 2 ou 3 du gène codant pour la protéine SHP2 entre 
E8.5 et E10.5 à cause de défauts lors de la gastrulation ou de la différenciation du 
mésoderme.371,372 Une étude comparative des embryons de souris chimériques mutées pour 
SHP2 ou le récepteur du FGF1 (FGFR1), a mis en évidence des similitudes concernant les 
problèmes de développement pour ces embryons, suggérant ainsi l’implication de SHP2 lors 
de la signalisation induite par le FGFR1.373 Si les études montrent une implication positive de 
SHP2 lors de la signalisation induite par le FGF2 in vivo et in vitro,363,374 SHP2 semble jouer 
davantage un rôle inhibiteur sur la signalisation induite par le VEGFA.320-322 Il est ainsi 
suggéré que SHP2 pourrait avoir un rôle régulateur différent suivant le type de récepteur 
tyrosine kinase considéré et suivant le type de stimulus induit en amont.328 Les facteurs de 
croissance PDGF, IGR et FGF2 induisent son activation dans le but de médier leur action pro-
angiogénique, alors que les facteurs anti-angiogéniques (dopamine, Gas6 et collagène I) 
activent SHP2 afin d’inhiber les voies de signalisation activées par les facteurs angiogéniques. 
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Figure 33 : Participation de la protéine S dans le système de la coagulation 
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Figure 34 : C4b-BP et activité anticoagulante de la protéine S 
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 Chapitre 3 : La protéine S et ses récepteurs 
1 La protéine S 
1.1 Découverte et rôle historique 
C’est en 1977, trois ans après la découverte des acides γ-carboxy-glutamiques par 
Stenflo et coll.,375 que Di Scipio et coll. identifient une nouvelle protéine dépendante de la 
vitamine K qu’ils nomment Protéine S.376 L’origine du terme protéine S provient du lieu de sa 
découverte : Seattle. Trois ans plus tard Walker et coll. décrivent la fonction anticoagulante de 
la protéine S, en agissant en tant que cofacteur pour l’activation de la protéine C elle même à 
l’origine de la dégradation du facteur coagulant Va (figure 33).377 Bien plus tard, en 1994, 
Dahlbäck et coll. Mettent en évidence la dégradation du facteur VIIIa par la protéine C 
activée (aPC) dont l’activation nécessite la contribution synergique de la protéine S et du 
facteur V (figure 33).378 Entre temps, en 1981, Björn Dahlbäck et Johan Stenflo mettent en 
évidence la présence de deux formes circulantes de la protéine S, une forme libre et une forme 
liée à la protéine C4b-binding protein (C4b-BP), une protéine régulatrice de la cascade 
d’activation du système du complément.379 Cinq ans plus tard, Björn Dahlbäck démontre que 
seule la forme libre de la protéine S participe à l’activation de la protéine C.380 Chez 
l’Homme, la protéine S est présente dans le plasma à la concentration de 25 µg/ml (ou 330 
nM)381 avec une demi-vie de 42 h.382 La protéine S circule dans le plasma sous forme libre 
pour 30 à 40% et sous forme liée de manière non covalente et réversible à la protéine C4b-
BP,379,381,383-386 pour 60 à 70%. Sous cette forme liée à la protéine C4b-BP, la protéine S n’est 
pas capable d’activer la protéine C.387 La formation du complexe C4b-BP/protéine S n’existe 
pas chez toutes les espèces examinées et ne semble pas universelle. Elle est retrouvée chez le 
rat mais n’existe pas dans le plasma de souris, de lapin ou de bœuf.388,389 La protéine S se lie 
sur la chaine β de la protéine C4b-BP,385 qui est absente chez certaines espèces.388,390,391 La 
protéine C est présente sous forme inactive dans le plasma sanguin et est activée initialement 
par la thrombine en complexe avec la thrombomoduline, une protéine membranaire des 
cellules endothéliales.392 La protéine C ainsi activée n’a qu’une faible activité anticoagulante 
et nécessite une interaction avec la protéine S libérée de la protéine C4b-BP. La protéine S 
forme alors un complexe zymogène/cofacteur sérine protéase actif avec la protéine C capable 
de dégrader les facteurs de la coagulation Va et VIIIa (figure 34). 
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Figure 35 : Localisation des différentes mutations du gène PROS1 liées à une déficience 
en protéine S 
Modifiée d’après Garcia de Frutos P et al., Thromb Haemost 2007.389 
 
I : Classe de mutations de type I, induisant une diminution de l’antigène total protéine S et de 
la forme libre de la protéine S. 
II : Classe de mutations de type II, dite de déficience qualitative, caractérisée par des taux 
normaux d’antigène de la protéine S mais une activité réduite. 
III : Classe de mutations de type III, caractérisée par un taux faible de protéine S libre mais un 
taux de protéine S total normal. 
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La protéine S peut également avoir une activité anticoagulante directe, indépendante 
de la protéine C, par liaison et inhibition des facteurs Xa, Va et VIIIa393-396 ou en augmentant 
la capacité des inhibiteurs du Tissue Factor (TF) à inhiber la formation du complexe FVIIa/TF 
(figure 33).397,398 Cependant mise à part une étude relatant le rôle anti-thrombotique de la 
protéine S humaine indépendamment de la protéine C chez le primate,399 le rôle anticoagulant 
de la protéine S indépendant de l’activation de la protéine C in vivo reste un sujet de débat. 
1.2 Déficiences en protéine S 
L’importance de la protéine S en tant que facteur anticoagulant est bien illustrée par la 
mort in utero des souris homozygotes déficientes pour le gène codant pour la protéine S 
(PROS1), ainsi que par les manifestations cliniques observées chez les rares patients 
homozygotes et hétérozygotes présentant des déficiences sévères en protéine S. Des affections 
potentiellement mortelles telles que le purpura fulminans et la Coagulation Intra-Vasculaire 
Disséminée (CIVD) sont observées dans la période néonatale chez ces patients.400 Les 
individus hétérozygotes déficients en protéine S présentent des affections moins graves, mais 
fortement associées à un risque accru d'événements thromboemboliques. Alors que certains 
sujets déficients en protéine S ne connaîtront pas de problèmes de thrombose et resteront 
asymptomatiques, d’autres patients souffrent souvent de thromboses veineuses récidivantes 
profondes et d’embolies pulmonaires à l'âge adulte, ce qui nécessite un traitement anti-
coagulation à long terme. En accord avec la nature multifactorielle de ces pathologies 
thromboemboliques, une liste de facteurs de risques génétiques a été élaborée.401 La 
déficience en protéine S peut être acquise notamment via une diminution transitoire du taux 
de protéine S, comme cela a pu être observé lors de plusieurs états physiopathologiques tels 
que les thérapies à bases d’antagonistes de la vitamine K, la prise orale de contraceptifs, la 
grossesse, des pathologies du foie, des syndromes néphrotiques, des CIVD, des pathologies 
auto-immunes, et des infections.402 Néanmoins, la déficience en protéine S caractérisée par 
des taux faibles persistants en protéine S a généralement une origine génétique. Une attention 
particulière est portée sur la déficience en protéine S héréditaire et la recherche des porteurs 
potentiels de mutations du gène PROS1 dans les familles avec des manifestations 
thrombotiques. A l’heure actuelle plus de 200 mutations du gène PROS1 ont été rapportées 
dans la littérature (figure 35).389,403 Seulement 30% d’entre elles ont été étudiées in vitro, afin 
de mieux comprendre les bases moléculaires de la déficience en protéine S et ses relations 
structure / fonction.389 
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Figure 36 : Phénotype des souris Knock Out pour le gène PROS1 (-/-) 
Modifiée d’après Burstyn-Cohen T et al., J Clin Invest 2009.404 
 
(A et B) Observation macroscopique des embryons de souris à E 17.5, les astérisques 
montrent les zones hémorragiques et les têtes de flèche montrent les vaisseaux sanguins ayant 
régressé. 
(C et D) Photographies de coupes de cerveau (300 µm). La perfusion permet l’observation de 
zones claires chez les individus sauvages (+/+) (C) moins importantes chez les individus 
déficients présentant aussi de larges zones hémorragiques (-/-) (D). 
(E et F) Photographie de capillaires drainés par la perfusion chez les individus +/+ (E) ou 
obstrués par les thromboses  chez les individus -/- (F). Barre d’échelle 20 µm. 
Souris sauvages (+/+) Souris  déficientes PROS1 (-/-) 
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La génération de souris déficientes pour la protéine S souligne l’importance du rôle de 
cette protéine au cours de la coagulation et du développement embryonnaire. Les embryons 
de souris homozygotes pour cette délétion (-/-) meurent à E 17.5 à cause de coagulopathies 
fulgurantes associées à d’importantes hémorragies intracrâniennes (figure 36).400,404 Les 
individus hétérozygotes (+/-) présentent quant à eux des troubles thrombotiques et des défauts 
de développement vasculaire mais parviennent à terme, reproduisant ainsi les observations 
réalisées chez les patients humains.400,404 Des défauts de vascularisation similaires ont été 
retrouvés chez les souris dont le gène PROS1 a été invalidé spécifiquement dans les cellules 
musculaires lisses.404 De plus, les souris mutantes dont le gène PROS1 a été invalidé 
spécifiquement dans les cellules hépatiques (supposées être la principale source de protéine 
S), sont viables et présentent des coagulopathies moins sévères que les individus 
hétérozygotes, ainsi qu’une absence de troubles vasculaires. Enfin, la délétion spécifique du 
gène PROS1 dans les cellules endothéliales indique que celles-ci participent fortement à la 
présence de la protéine S circulante.404 
1.3 Gène et synthèse 
Le génome humain contient deux gènes codants pour la protéine S (PROS1 et 
PROSP), néanmoins seul le gène PROS1 (GeneID : 5627 ; MIM # 176880) est exprimé, 
tandis que PROSP (GeneID : 5628) agit comme un pseudogène. Les deux gènes codants pour 
la protéine S sont localisés sur des sites proches mais différents dans la région du centromère 
du chromosome 3 : PROS1 sur l’allèle q11.2 et PROSP sur l’allèle p21-cen. De plus, les 
exons composants ces deux gènes présentent de fortes homologies de séquence (97%). Le 
gène PROS1 contient 15 exons pour 14 introns et mesure 101 kb, pour un ARNm de 3,3 kb 
après transcription. Le génome des chimpanzés et des gorilles présente également les deux 
gènes codants pour la protéine S, comme celui de l’Homme, alors que celui des orang-outans 
ne contient qu’un seul gène codant pour la protéine S. Ces observations suggèrent qu’une 
duplication de ce gène a eu lieu après l’embranchement phylogénétique entre les orang-outans 
et les singes d’Afrique Apes.405 
La protéine S circulante dans le plasma est principalement d’origine hépatique406 et 
endothéliale.404,407 Elle est également synthétisée par les macrophages,408 les cellules de 
Leydig, les ostéoblastes405 et les cellules musculaires lisses vasculaires.409 
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Figure 37 : Structure schématique de la protéine S humaine 
Modifiée d’après Dahlback B, Thromb Haemost 2007.405 
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1.4 Structure protéique 
La protéine S humaine est une glycoprotéine composée d’une simple chaine contenant 
635 acides aminés lui conférant une masse moléculaire de 70,69 kDa.410-412 La protéine S 
mature suite une modification post-traductionnelle, comporte 3 chaînes carbohydrates liées au 
domaine N-terminal et des acides aminés modifiés : des acides γ-carboxy glutamiques (Gla), 
des acides β-hydroxy aspartiques (Hya) et des β-hydroxy asparagines (Hyn) (figure 37). La 
protéine S se compose de multiples domaines décrits ci après à partir de l’extrémité N-
terminale :  
• Un domaine Gla de liaison au Ca2+ suivi d’un site de clivage par la thrombine  
• Quatre domaines EGF (Epidermal Growth Factor)-like  
• Un domaine C-terminal de liaison à la protéine C4b-BP ainsi qu’à ses récepteurs à 
activité tyrosine kinase appelé domaine Sex-Hormone-Binding Globulin (SHBG) constitué 
lui-même de deux domaines Laminine G (LamG) (figure 37).405,410-412 
L’organisation du gène PROS1 en introns/exons corrèle parfaitement avec les domaines 
structuraux de la protéine S suggérant son évolution à partir d’une combinaison de brassage 
d’exons et de duplications. Le domaine Gla possède une forte affinité pour les phospholipides 
membranaires chargés négativement lui conférant un rôle central lors de la phagocytose des 
cellules apoptotiques par les macrophages.408 Ce domaine interagit aussi avec l’aPC afin de 
former un complexe actif lors de l’inhibition de la cascade de la coagulation.413-415 La protéine 
S humaine possède ensuite un site de clivage pour les sérines protéases telles que la thrombine 
qui est capable de cliver la protéine S à différents endroits (Arg49 et Arg70), mais aussi le 
facteur Xa (lui-même régulé par la protéine S) capable de la cliver l’Arg60, laissant le domaine 
Gla attaché à la protéine S par un pont disulfure. Ce site de clivage est également impliqué 
dans la formation du complexe Protéine S/aPC puisqu’une fois la protéine S clivée, la 
formation du complexe est perdue.411,412 Les domaines EGF-like 1 et 2 sont importants pour 
l’activité du complexe Protéine S/aPC, le domaine EGF-like 1 se liant directement à l’aPC. 
De manière générale, les domaines EGF-like ont aussi une forte affinité pour le Ca2+ 
notamment le domaine EGF-like 4 (Kd inférieur à 1 nM). Cette fixation du Ca2+serait 
importante pour le bon repliement de la protéine S.416,417 Les deux domaines LamG 
composant le domaine SHBG représentent la moitié de la protéine S. Ces deux domaines 
permettent la liaison à la protéine C4b-BP ainsi qu’à des récepteurs à activité tyrosine kinase 
nommés Tyro3, Axl et Mer.410-412 Le domaine LamG2 est quant à lui connu pour jouer un rôle 
dans le clivage des facteurs Va et VIIIa médiés par le complexe protéine S/aPC.411,412 
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Figure 38 : La réaction de γ-carboxylation 
Benzakour O et al., Med Sci (Paris) 2007.410 
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1.5 Régulation post-traductionnelle : une protéine γ-carboxylée 
La sécrétion et l’activité biologique de la protéine S sont dépendantes d’une réaction 
post-traductionnelle appelée γ-carboxylation.418,419 Cette réaction post-traductionnelle, qui a 
lieu dans le réticulum endoplasmique, consiste en la substitution d’un atome d’hydrogène par 
un groupement carboxyle (COO-) sur le carbone γ d’un acide glutamique (Glu) d’une protéine 
cible, le transformant ainsi en acide γ-carboxyglutamique (domaine Gla) (figure 38).419 
L’enzyme catalysant cette réaction s’appelle la γ-glutamyl carboxylase (γ-carboxylase, d’où le 
nom de cette réaction) et requiert comme cofacteur la vitamine K sous forme réduite 
(hydroquinone). La réaction de γ-carboxylation ainsi réalisée engendre un résidu γ-
carboxylglutamique ainsi que de la vitamine K sous forme oxydée. 410 Afin d’entretenir et de 
perpétuer cette réaction, la vitamine K oxydée doit de nouveau être réduite. Cette réaction est 
réalisée par la vitamine K 2,3,-époxyde réductase (VKOR) dont l’activité peut être inhibée par 
la warfarine. La VKOR et la γ-carboxylase sont localisées à la membrane du réticulum 
endoplasmique et fonctionnent à la manière d’un assemblage supra moléculaire de protéines 
afin d’entretenir la réaction de γ-carboxylation. La protéine chaperone caluménine peut 
inhiber la réaction de γ-carboxylation en se liant physiquement à la γ-carboxylase inhibant son 
activité420 ainsi qu’en sensibilisant la VKOR à la warfarine.419,421 Les protéines subissant cette 
modification post-traductionnelle, dépendante de la vitamine K, sont nommées protéines 
vitamine K-dépendantes (PVKDs).419 La γ-carboxylation des PVKDs nécessite, afin de 
débuter, la fixation de la γ-carboxylase sur la séquence consensus suivante caractéristique de 
ces protéines : acide aminé hydrophobe-Phe (phénylalanine)-X-X-X-X-Ala (Alanine) où X 
représente un acide aminé quelconque.410,418 Les PVKDs, dont fait partie la protéine S, 
regroupent 14 membres principalement impliqués dans la cascade de la coagulation (tableaux 
3 et 4). Au sein de cette famille, se trouve une PVKD bien particulière, la protéine Gas6. Cette 
dernière est un homologue structural de la protéine S avec lequel elle partage non seulement 
la même structure, à l’exception du site de clivage par les sérines protéases, mais aussi 44% 
d’homologie de séquence ainsi que la capacité de se lier aux récepteurs à activité tyrosine 
kinase Tyro3, Axl et Mer.410,422,423 
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Tableau 3 : Protéines vitamine K-dépendantes avec activité protéolytique 




Tableau 4 : Protéines vitamine K-dépendantes avec ou sans activité protéolytique 
Benzakour O et al., Med Sci (Paris) 2007.410 
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1.6 Nouvelles fonctions de la protéine S 
La découverte de la sécrétion de la protéine S par d’autres organes que le foie suggère 
que celle-ci pourrait avoir d’autres fonctions que son rôle historique décrit dans la cascade de 
la coagulation sanguine. Des études ont ainsi montré son implication lors de la réponse 
inflammatoire in vivo, lors de chocs septiques, suggérant qu’elle exercerait des propriétés 
anti-inflammatoires.412,424,425 Des études récentes ont démontré par ailleurs, que la protéine S 
protège les neurones de l’apoptose dans un modèle de lésion ischémique/hypoxique murin426, 
qu’elle induit la prolifération des cellules musculaires lisses,409,427,428 et qu’elle inhibe la 
prolifération des lymphocytes T429 et des astrocytes.430 Grâce à la fixation via son domaine 
Gla sur les phospholipides membranaires négativement chargés, la protéine S induit la 
phagocytose des cellules apoptotiques.431,432 La surexpression de la protéine S dans des cas de 
cancers humains pulmonaires433 et colorectaux,434 suggère également son implication au cours 
de la croissance tumorale. Les problèmes de développements vasculaires rencontrés chez les 
souris déficientes en protéine S appuient également l’hypothèse selon laquelle la protéine S 
aurait une implication autre que celle rencontrée dans la coagulation sanguine.400,404 
De plus, la découverte de récepteurs à activité tyrosine kinase pour la protéine S et son 
homologue structural Gas6, nommés TAM pour Tyro3, Axl et Mer, a grandement fait évoluer 
l’idée de nouvelles fonctions de la protéine S.435 Depuis la découverte de ces récepteurs, de 
nombreuses nouvelles fonctions lui ont été associées. L’activation des récepteurs TAM par la 
protéine S induit la protection des neurones,436,437 la phagocytose,438,439 la résistance des 
cellules endothéliales à l’apotose440 et la résorption osseuse.441 
 
Introduction   Chapitre 3 – La protéine S et ses récepteurs 
2. Les récepteurs TAM de la protéine S 





Introduction   Chapitre 3 – La protéine S et ses récepteurs 
2. Les récepteurs TAM de la protéine S 
 - 111 - 
2 Les récepteurs TAM de la protéine S 
La protéine S et la protéine Gas6 sont à l’heure actuelle les deux seuls ligands connus 
de la famille de récepteurs à activité tyrosine kinase nommés récepteurs TAM, pour Tyro3, 
Axl et Mer.410,435 L’affinité de la protéine S et de la protéine Gas6 pour chacun des récepteurs 
TAM varie d’une espèce à l’autre.424 Ainsi la protéine Gas6 humaine présente une affinité 3 à 
10 fois supérieure pour les récepteurs Tyro3 et Axl (2,7 nM et 0,4 nM respectivement) que 
pour le récepteur Mer (29 nM).442,443 Alors que l’activation des récepteurs TAM par la 
protéine Gas6 est bien connue, l’activation des récepteurs TAM par la protéine S reste 
discutée.442-445 Cependant, des études ont démontré que la protéine S active le récepteur Mer 
dans la rétine446 et les macrophages,438,439 le récepteur Tyro3 dans les cellules endothéliales de 
la barrière hémato-encéphalique440 et les neurones.436,437 La protéine S active à la fois le 
récepteur Mer et le récepteur Tyro3 dans l’épithélium pigmentaire de la rétine.447 Aucune 
étude n’a pour le moment démontré que la protéine S est un ligand pour le récepteur Axl. 
L’élucidation des voies de signalisation activées par les récepteurs TAM a permis de 
démontrer leur implication au cours de divers processus cellulaires tels que la phagocytose 
des cellules apoptotiques par les macrophages, l’agrégation plaquettaire ou encore la 
différenciation des cellules immunitaires.448 
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Humain : Rse, Sky, Tif 
Souris : Brt, Dtk, Etk-2 
Poulet : Rek 
Axl 
Humain : Ufo 
Souris : Ark 
Rat : Tyro7 
Mer 
Humain : MerTK, Nyk 
Rat : Tyro12 
Poulet : Eyk 
 
Tableau 5 : Nomenclature des récepteurs Tyro3, Axl et Mer 
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2.1 Nomenclature 
Au début des années 1990, chacun des gènes codant pour les récepteurs TAM à été 
cloné à partir de nombreuses espèces par des groupes indépendants générant une confusion 
générale de leur nomenclature (tableau 5). Le récepteur Axl (également appelé Ark, Ufo, 
Tyro-7) fut le premier découvert par Liu et coll. en 1988, chez deux patients souffrant de 
leucémie myéloïde chronique.449 Trois ans plus tard, d’autres groupes clonent simultanément 
ce même gène. Chez des patients souffrant de troubles myéloprolifératifs ce gène est nommé 
alors Ufo,450 alors que chez la souris il est nommé Ark.451 La même année, 13 nouveaux 
fragments de PCR comprenant 50 à 60 acides aminés d’un domaine à activité tyrosine kinase 
conservé sont isolés à partir d’extraits de cerveau de rat et nommés Tyro1 à 13.452 Les auteurs 
regroupent alors les récepteurs Tyro3, Tyro7 et Tyro12 au sein de la même sous famille en se 
basant uniquement sur la séquence en acides aminés de leur domaine tyrosine kinase. Plus 
tard, des études montreront que le gène Tyro7 est identique au gène Axl, que le gène Tyro12 
est identique au gène Mer et que Tyro3 constitue le troisième et dernier membre de la famille 
des récepteurs TAM. 
En 1992, un second membre de la famille des récepteurs TAM est identifié à partir du 
rétrovirus de poulet RLP30, il s’agit du récepteur Mer (également appelé Eyk, MerTK, Nyk 
ou Tyro12) et baptisé v-ryk453 puis rebaptisé v-eyk pour éviter la confusion avec une autre 
protéine kinase.454 Plus tard au cours de la même année, le même gène humain est cloné par 
une autre équipe à partir d’une librairie d’expression de cellules B-lymphoblastoïdes et appelé 
c-mer en raison de sa découverte à la fois dans des monocytes, des cellules épithéliales et 
reproductrices.455 La même année une autre équipe clone le même gène humain et le nomme 
Nyk pour NCAM-related tyrosine kinase.456 Enfin, en 1999, une autre équipe localise le gène 
codant pour ce récepteur chez l’Homme et le renomme MerTK pour Mer tyrosine kinase.457 
Le dernier membre de cette famille, Tyro3 (également appelé Brt, Dtk, Rse, Sky, Tif, 
Etk2 ou Rek), mis en évidence pour la première fois en 1991 par Lai et coll., a été lui aussi 
cloné à partir de librairies d’ADN complémentaires provenant de différentes espèces et s’est 
vu attribuer différents noms avant de revenir à sa première dénomination : Tyro3. 452 
Aujourd’hui les noms les plus couramment utilisés dans la littérature pour désigner ces 
récepteurs sont Tyro3, Axl et Mer (ou MerTK). 
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2.2 Expression 
Les gènes codant pour ces différents récepteurs ont des structures proches, 19 exons 
pour Mer et 20 exons pour Axl et Tyro3, transcrits en ARNm de 3000 à 5000 paires de bases 
selon le site d’épissage utilisé.448 Ces gènes sont localisés sur des chromosomes distincts : 
Tyro3 est localisé sur le chromosome 15 (15q15.1-q21.1), Axl sur le chromosome 19 
(19q13.1) et Mer sur le chromosome 2 (2q14.1). Les protéines ont des structures similaires 
mais une séquence différente, 890 acides aminés pour Tyro3, 894 acides aminés pour Axl et 
999 acides aminés pour Mer, partageant 54 à 59% d’homologie pour leur partie 
cytoplasmique.458 Après maturation, les protéines ont des poids moléculaires différents 
variant de 100 à 140 kDa pour Axl et Tyro3 et de 165 à 205 kDa pour Mer selon leur état de 
glycosylation,448,459 bien décrit pour Axl460 et Mer.461,462 
Si de nombreuses équipes ont rapporté l’expression de l’ARNm des récepteurs TAM 
dans les tissus embryonnaires,452,458,463,464 la viabilité et l’absence de défauts 
développementaux à la naissance des souris simple, double et triple déficientes pour les 
récepteurs TAM, montre que ceux-ci ne sont pas essentiels au développement embryonnaire. 
Lors de la vie adulte, les récepteurs TAM présentent une distribution étendue, pouvant se 
chevaucher, mais présentent le plus souvent des profils d’expression uniques. 
• Tyro3 est principalement et abondamment exprimé dans le système nerveux mais son 
expression est également retrouvée dans les ovaires, les testicules, les glandes mammaires, les 
poumons, les reins, les ostéoclastes la rétine et un grand nombre de cellules de la lignée 
hématopoïétiques tels que les monocytes/macrophages et les plaquettes.408,448 
• Axl est quant à lui exprimé de manière ubiquitaire,465 mais à des taux plus élevés dans 
l’hippocampe et le cervelet,466 ainsi que dans les monocytes/macrophages, les cellules 
dendritiques, les plaquettes, les cellules endothéliales, le cœur, les muscles squelettiques, le 
foie, les reins et les testicules.410,448,459 
• Mer est exprimé dans les cellules de la lignée hématopoïétique, telles que les 
monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, les mégacaryocytes et les 
plaquettes.455,467,468 De forts niveaux d’expression de Mer sont aussi détectés dans les ovaires, 
les testicules, la prostate, les poumons, la rétine et les reins. Des niveaux d’expression faibles 
de Mer sont retrouvés dans le cœur, le cerveau et les muscles squelettiques.408,410,448,459. 
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Figure 39 : Structure des récepteurs TAM 




Figure 40 : Mode d’activation des récepteurs TAM 
Modifiée d’après Linger RM et al., Adv Cancer Res 2008.448 
 
(A) Activation homo-dimérique des récepteur TAM par leurs ligands. 
(B) Activation hétéro-dimérique des récepteur TAM par leurs ligands. 
(C) Auto activation homo-dimérique des récepteur TAM indépendante de leurs ligands. 
(D) Activation hétérotopique-dimérique des récepteurs TAM indépendante de leurs ligands. 
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Les récepteurs TAM ont également été retrouvés surexprimés dans de nombreux cas 
de cancers parfois de manière associée : Axl et Tyro3 sont tous les deux surexprimés dans des 
cas de leucémies, Axl et Mer sont tous les deux surexprimés dans des cas de mélanomes, de 
cancers mammaires, de cancers de la prostate, ou de cancers gastriques. Le plus souvent les 
récepteurs TAM présentent des profils de surexpression uniques : Axl est surexprimé seul 
dans certains cas de leucémies érythroïdes et megacaryocytiques, de cancers du col de 
l’utérus, de cancers colorectaux, de cancers de la tyroïde, de cancers pulmonaires, de 
carcinomes rénaux, d’ostéosarcomes et de glioblastomes. Mer est surexprimé seul dans des 
cas de leucémies lymphoïdes, de lymphomes à cellules du manteau, d’adénomes de la glande 
pituitaire et de rabdomyosarcomes. Tyro3 est surexprimé seul uniquement dans des cas de 
myélomes.448 
2.3 Structure et activation 
Les récepteurs TAM possèdent un domaine extracellulaire N-terminal constitué de 
deux domaines Immunoglobulin-like (domaines Ig-like), de deux domaines fibronectine de 
type III (domaines FNIII), suivis d’un court domaine transmembranaire puis d’un domaine 
cytoplasmique C-terminal à activité tyrosine kinase (domaine PTK) très conservé au cours de 
l’évolution (figure 39).408,410,448,459 Ces récepteurs présentent des similarités de structure avec 
les récepteurs aux cytokines de classe 1 et 2. Ils sont spécifiquement apparus à 
l’embranchement phylogénétique des cordés et semblent être les derniers récepteurs tyrosine 
kinase apparus au cours de l’évolution.408,469  
La fixation de la protéine S et de la protéine Gas6 par leur domaine SHBG sur les 
domaines Ig-like d’un monomère de l’un des récepteurs TAM induit un changement de 
conformation puis l’homo-dimérisation de ce dernier provoquant par la suite 
l’autophosphorylation des résidus tyrosines de son domaine PTK (figures 39 et 40A).470 La 
position des résidus tyrosine autophosphorylés diffère selon le récepteur TAM considéré. 
L’autophosphorylation des résidus tyrosine kinase permet le recrutement de molécules 
adaptatrices de signalisation possédant un domaine SH2, dont la nature sera abordée par la 
suite pour chacun des récepteurs. 448 L’activation des récepteurs TAM semble nécessiter la 
dimérisation préalable de leur ligands comme cela a été montré pour l’activation du récepteur 
Mer par la protéine S (figures 39 et 40A).438 Des études suggèrent que la fixation d’un ligand 
sur un monomère de récepteur TAM peut également induire une hétéro-dimérisation de ce 
dernier avec un autre récepteur TAM dans certains cas, comme cela est suggéré pour le 
récepteur Axl (figure 40B).471,472 
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Tableau 6 : Phénotype associé à l’invalidation des récepteurs TAM chez la souris 






Figure 41 : Voies de signalisation induites par le récepteur Tyro3 
Modifiée d’après Linger RM et al., Adv Cancer Res 2008.448 
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D’autres types d’activation atypique des récepteurs TAM ont été suggérés. Ainsi, des 
études de surexpression de Tyro3473 et Axl474 suggèrent que ces récepteurs sont aussi capables 
d’induire leur homo-dimérisation et leur autophosphorylation de manière indépendante de 
leurs ligands (figure 40C). Une étude menée par Budagian et coll en 2005, a mis en évidence 
un autre type d’activation du récepteur Axl, par dimérisation hétérotopique indépendante de 
ligand avec un autre récepteur à activité tyrosine kinase, ne faisant pas partie des récepteurs 
TAM, le récepteur α de l’IL-15 (IL-15Rα) (figure 40D).475 Dans le même temps, cette étude a 
montré que la fixation de l’IL-15 sur le récepteur IL-15Rα, mais pas sur le récepteur Axl, 
induisait la phosphorylation de IL-15Rα médiée par Axl, ainsi que l’activation des voies de 
signalisation induites par Axl.475 Enfin, une activation intercellulaire homophilique du 
récepteur Axl a été mise en évidence par liaison entre les domaines extracellulaires de ce 
récepteur exprimés par deux cellules voisines (figure 40E). Ceci suggère que l’agrégation 
cellulaire permettrait d’induire l’activation et la signalisation du récepteur Axl.466 
2.4 Signalisation et fonctions cellulaires 
La fonction physiologique des récepteurs TAM a principalement été élucidée grâce à 
la génération de souris déficientes pour chacun de ces récepteurs ou pour des combinaisons de 
2 voire des 3 récepteurs (tableau 6). L’absence de phénotype « grave » chez les animaux 
déficients simples (malgré un défaut de phagocytose constaté chez les individus Mer-/-)410 a 
amené l’hypothèse selon laquelle ces récepteurs ne joueraient qu’un rôle physiologique 
mineur. Cependant la génération d’animaux triple déficients pour les récepteurs TAM montre 
que l’expression conjointe de ces trois récepteurs est importante pour le bon fonctionnement 
du système nerveux,476 du système immunitaire,477 du système visuel476 et de la 
spermatogenèse.476 L’activation de ces récepteurs et les voies de signalisation associées 
pourraient jouer un rôle important, notamment dans ces phénomènes. 
2.4.1 Tyro3 
Le récepteur Tyro3, dont l’expression est principalement rencontrée dans le système 
nerveux, est le moins étudié des trois récepteurs TAM. Actuellement aucune étude n’a permis 
l’identification des résidus tyrosine phosphorylés lors de l’activation de Tyro3. Cependant, 
des expériences de co-immunoprécipitation de Tyro3, exprimé de manière transitoire dans des 
cellules COS, révèlent des interactions avec les protéines kinases de la famille Src (SFKs) 
(figure 41).478 Des études de double hybride ont permis l’identification d’interaction entre 
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Figure 42 : Voies de signalisation induites par le récepteur Axl 
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Tyro3 et les protéines RanBPM,479 la protéine phosphatase 1 (PP1) et la sous unité βp85 de la 
PI3K.480 Cette activation de la PI3K médiée par Tyro3 a également été mise en évidence suite 
à sa stimulation par la protéine S dans les cellules endothéliales de la barrière 
hématoencéphalique et dans les neurones, aboutissant à la résistance à l’apoptose.436,437,440 
Enfin, la voie de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 a été reliée à l’activation de Tyro3, 
notamment suite à l’observation de la phosphorylation de Erk 1/2 après stimulation par la 
protéine Gas6 dans les ostéoclastes de souris, permettant la résorption osseuse.481 La fonction 
de Tyro3 est ainsi principalement associée à la résorption osseuse441,481 ainsi qu’à la 
protection du système nerveux central.436,437,440 
 
2.4.2 Axl 
L’activation du récepteur Axl en présence de ligand ou non, induit la phosphorylation 
des résidus tyrosines Tyr779, Tyr821 et Tyr886 de son domaine à activité tyrosine kinase 
intracellulaire. Ces trois résidus et plus particulièrement le résidu Tyr821, sont responsables de 
l’interaction d’Axl avec les protéines de la signalisation telles que la PLC-γ, la PI3K, les 
SFKs et la protéine adaptatrice Grb2 (figure 42).478,482,483 La signalisation induite par le 
couple Gas6/Axl est impliquée dans la prolifération cellulaire via l’activation directe de Grb2 
par le résidu Tyr821 ou indirecte suite à son association avec Shc, en amont de la voie des 
MAP-Kinases Erk 1/2.483,484 L’activation de la voie de la PI3K par Axl a, quant à elle, été 
corrélée à une amélioration de la survie cellulaire.485 Le couple Gas6/Axl est impliqué plus 
spécifiquement lors de la survie d’un grand nombre de types cellulaires,448 via la 
phosphorylation de la protéine de survie Bad,484 du facteur de transcription NFκB connu pour 
augmenter l’expression de protéines anti-apoptotiques486 et lors de l’inhibition de l’activation 
de protéines apoptotiques telles que la caspase-3.487 Des études ont démontré l’implication 
d’Axl dans la migration des neurones GnRH du bulbe olfactif vers le cerveau antérieur grâce 
à la voie de signalisation de la PI3K et de la MAP-Kinase p38 aboutissant à la réorganisation 
du cytosquelette d’actine.488,489 Les protéines SOCS 1 (Supressor of Cytokine Signaling 1), 
l’ubiquitine ligase C (Cbl) et l’inhibiteur de la réaction inflammatoire C1-TEN (C1 domain-
containing phosphatase and tensin homolog) ont été identifiés comme des protéines pouvant 
potentiellement interagir avec Axl par la technique de double hybride.459,490 La protéine 
phosphatase C1-TEN serait une protéine régulatrice de l’activité d’Axl alors que l’ubiquitine 
ligase C permettrait sa dégradation par la voie du protéasome après activation.460 Enfin, le 
récepteur Axl est à l’origine de la régulation de la signalisation induite par d’autres récepteurs  
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Figure 43 : Voies de signalisation induites par le récepteur Mer 
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tyrosine kinase tels que le VEGFR2, soit par interaction directe491 soit par régulation de leur 
activation via la protéine phosphatase SHP2.322 De par la signalisation intracellulaire qu’il 
induit et son rôle lors de la prolifération et la survie des cellules de mélanome,492 lors de la 
prolifération de cellules cancéreuses prostatiques,493 lors de la migration des cellules 
musculaires lisses494 et lors de l’adhérence cellulaire,489 Axl est considéré comme un 
oncogène. Ces observations sont appuyées par de nombreuses publications démontrant son 
implication dans la croissance tumorale, l’angiogenèse et la dissémination de métastases.495-
500
 La surexpression d’Axl est associée à un mauvais pronostic vital pour les patients atteints 
de glioblastome,501 ce qui a amené à le considérer comme une cible thérapeutique pour traiter 
la progression tumorale.502-504 Enfin, le traitement par une molécule inhibitrice de l’activité 




Comme pour le récepteur Axl, l’activation du récepteur Mer induit la phosphorylation 
de 3 résidus tyrosines : Tyr749, Tyr753 et Tyr754. Le résidu Tyr749 joue un rôle plus important 
que les autres résidus lors de l’activité tyrosine kinase du récepteur Mer.506 La plupart des 
informations concernant la signalisation induite par le récepteur Mer ont été apportées par la 
production de protéines chimériques de ce récepteur. Comme cela a été démontré pour le 
récepteur Axl, l’activation du récepteur Mer induit le recrutement de la PI3K, de Grb2 et de la 
PLC-γ médiant respectivement l’activation de Akt, de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 et de 
la PKC (figure 43). Cette étude a notamment montré l’implication de ces voies de 
signalisation lors de la prolifération des cellules fibroblastiques de souris NIH3T3. 456 Plus 
tard, suite à la découverte de la protéine Gas6 comme ligand pour le récepteur, une équipe a 
démontré que l’activation du récepteur Mer par Gas6 stimule la phosphorylation de Erk 
1/2.442 L’activation du récepteur Mer par phosphorylation induit le recrutement direct de la 
PLC-γ507 et de la PI3K508 par liaison de leur domaine SH2. Dans certaines cellules, les voies 
de signalisation des MAP-Kinases et de la PI3K activée par le récepteur Mer peuvent agir de 
manière concertée ou opposée. Ainsi ces voies de signalisation agissent de manière 
convergente dans les cellules leucémiques, où l’activation du récepteur chimérique EGFR-
Mer induit la phosphorylation de Akt, Erk 1/2 et p38 responsables d’une augmentation de la 
survie des cellules leucémiques sans conséquences sur leur prolifération.509 En revanche, une 
étude menée sur des cellules cancéreuses prostatiques exprimant un récepteur Mer chimérique 
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a démontré que l’activation de la voie des MAP-Kinase induit l’expression de la cytokine pro-
inflammatoire IL-8510, alors que d’autres études ont démontré que l’inhibition de l’activité de 
la PI3K augmente la production d’IL-8. Les auteurs suggèrent que la voie de signalisation de 
la PI3K atténue les effets de la voie de signalisation des MAP-Kinases en phosphorylant et en 
inhibant la protéine Raf.448 Une autre possibilité existe, l’activation du récepteur Mer 
stimulerait une voie de signalisation spécifique et unique dans certaines conditions. Cette voie 
de signalisation altérerait les effets cellulaires et la signalisation d’autres voies de 
signalisation en aval. Par exemple, selon certaines études, l’activation de la voie de la PI3K 
par le récepteur Mer a un rôle opposé lors de l’activation du NFκB dans divers types 
cellulaires.508,511 Des expériences de double hybride ont également mis en évidence des 
interactions directes entre le récepteur Mer et le domaine SH2 des protéines Grb2, Shc et 
Vav1.459 De manière surprenante, la protéine Vav1 est constitutivement associée au récepteur 
Mer. L’activation du récepteur Mer suite à sa stimulation par la protéine Gas6 induit à la fois 
la phosphorylation et la libération de Vav1 du récepteur Mer.512 Ces observations suggèrent 
que l’activation du récepteur peut permettre la réorganisation du cytosquelette d’actine afin de 
modifier la morphologie cellulaire nécessaire à la phagocytose des cellules apoptotiques liées 
à la membrane des macrophages. L’activation de la PKC et de la protéine kinase Src 
interviendraient également lors de la réorganisation du cytosquelette d’actine induit par 
l’activation du récepteur Mer. Cette voie de signalisation faisant intervenir les protéines 
kinases d’adhérence focales (FAK) permet la phagocytose de cellules apoptotiques liées aux 
macrophages par l’intermédiaire de la protéine Gas6.507 Les voies de signalisation activées par 
le récepteurs Mer ont démontré son implication lors des processus de prolifération, de survie 
et de réorganisation du cytosquelette. Les études d’invalidation du gène codant pour le 
récepteur Mer chez la souris et le phénotype des rats naturellement déficients pour ce 
récepteur, ont permis de démontrer son implication prépondérante lors de la phagocytose des 
débris apoptotiques nécessaire au bon fonctionnement des systèmes reproducteur et visuel.408 
Son rôle physiologique lors de la phagocytose des segments externes des photorécepteurs 
suite à son activation par la protéine S et la protéine Gas6 est particulièrement bien 
décrit.431,446,447 En outre, l’activation du récepteur Mer par la protéine Gas6 stimule la 
phagocytose de cellules apoptotiques et de débris cellulaires par les cellules de Sertoli.513 
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La surexpression du récepteur Mer a été démontrée dans plusieurs cas de cancer 
humains, incluant les cellules de lymphome,514 de leucémie,515,516 des rhabdomyosarcomes 
alvéolaires,517 des cancers gastriques518 et des adénomes de la glande pituitaire.519 Son 
implication a d’ailleurs été démontrée lors de la survie et de l’invasion des glioblastomes,520 
ainsi que de cancers pulmonaires non à petites cellules.521 Plusieurs équipes ont démontré que 
le récepteur Mer constitue une cible thérapeutique intéressante lors du traitement de la 
leucémie lymphoblastique522 et de certains mélanomes.523  
Migdall-Wilson et coll. ont démontré en 2012 pour la première fois que le récepteur 
Mer est capable de se transloquer dans le noyau de cellules leucémiques suite à une exposition 
prolongée à son ligand Gas6. Cette étude suggère que le récepteur Mer pourrait influencer 
directement l’expression de différents gènes impliqués lors de la croissance tumorale par ce 
phénomène.524 
Enfin, il a été démontré que l’activation du récepteur Mer peut être modulée par la 
production d’une forme soluble suite à son clivage par une MMP.462 Le taux élevé de protéine 
Mer soluble retrouvé dans le plasma humain suggère qu’il pourrait jouer un rôle 
physiologique. Il a ainsi été démontré que le récepteur Mer soluble est capable de neutraliser 
la protéine Gas6, inhibant de ce fait la stimulation du récepteur Mer membranaire induite par 
Gas6. L’inhibition de l’activité de Gas6 par le récepteur Mer soluble conduit à l’inhibition de 
la phagocytose de cellules apoptotiques par les macrophages, à la diminution de l’agrégation 
plaquettaire462 et à l’attraction des cellules endothéliales par les cellules cancéreuses.525 
L’ensemble de ces études récentes montre que le récepteur Mer pourrait jouer un rôle 
primordial lors de la croissance tumorale. 
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3 La protéine S, les récepteurs TAM et le système vasculaire 
A l’heure actuelle, peu d’études se sont intéressées au rôle joué par la protéine S dans 
le système vasculaire. Une étude récente menée chez des souris homozygotes pour la délétion 
du gène PROS1 (PROS -/-) a montré que ces animaux présentaient des zones hémorragiques 
importantes liées à des défauts de vascularisation ce qui a eu pour conséquence la mort des 
animaux in utero. 400,404 Ces observations suggèrent que la protéine S joue un rôle 
prépondérant lors du développement du système vasculaire embryonnaire. L’analyse des 
individus hétérozygotes pour la délétion du gène PROS1 (PROS+/-) montre que ces derniers 
arrivent à terme mais présentent des anomalies de développement et de fonction du système 
vasculaire qui ne sont pas observées chez les souris déficientes pour la protéine C.400,404 Ces 
observations confirment le rôle important joué par la protéine S lors du développement du 
système vasculaire indépendamment de son activité en tant que cofacteur de la protéine C. De 
plus, la délétion spécifique et conditionnelle du gène PROS1 dans les cellules musculaires 
lisses vasculaires chez la souris induit des défauts de vascularisation similaires à ceux 
observés chez les individus PROS+/-, tandis que cette même délétion dans les hépatocytes 
(supposés être le source principale de protéine S) n’induit pas de défaut de vascularisation.404 
A la lumière de ces observations, il semble que la protéine S produite par les cellules 
musculaires lisses vasculaires joue un rôle essentiel pour la stabilité et la maturation du 
système vasculaire chez l’adulte. Des études antérieures viennent corroborer cette hypothèse 
puisqu’elles montrent in vitro que la protéine S induit la prolifération,427,428,526,527 et agit 
comme facteur de survie527 pour les cellules musculaires lisses vasculaires, en activant la voie 
des MAP-K Erk 1/2.527 
Il a été par ailleurs montré que les cellules endothéliales in vitro,407 tout comme les 
cellules musculaires lisses,409 synthétisent de la protéine S. La délétion spécifique du gène 
PROS1 dans les cellules endothéliales n’entraîne pas de phénotype particulier. Les animaux à 
la naissance et à l’âge adulte sont viables. Seuls quelques dépôts de fibrine sont détectés mais 
cela n’entraîne pas d’occlusion des vaisseaux. De façon intéressante, cette étude démontre que 
les cellules endothéliales sont la deuxième source de protéine après le foie, respectivement 
43% et 55% de la protéine S totale circulante.404 
Outre la protéine S, les cellules endothéliales expriment aussi les récepteurs 
TAM440,528. Une étude a montré que la protéine S, en activant le récepteur Tyro3, protège la 
barrière hémato-encéphalique de la rupture induite par l’hypoxie et par l’absence de 
glucose440. Holland et coll. ont démontré que la répression de l’expression de Axl réduit 
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la migration des cellules endothéliales alors que sa surexpression augmente la capacité des 
cellules endothéliales à former des structures capillaires in vitro.500 Cette même étude met en 
évidence que la répression stable de l’expression de Axl diminue la formation et le 
fonctionnement des vaisseaux sanguins dans un modèle murin in vivo.500 Alors que 
l’implication du récepteur Axl a été plus particulièrement démontrée au cours de 
l’angiogenèse, l’implication des récepteurs Tyro3 et Mer n’a pas été étudiée à l’heure actuelle. 
L’implication de l’homologue structural de la protéine S, la protéine Gas6, au cours du 
développement du système vasculaire via l’activation des récepteurs TAM a été démontrée 
dans divers modèles. Le couple Gas6/Axl a été plus particulièrement étudié au cours de 
l’angiogenèse. Tout débute en 1995, lorsque Nakano et coll. mettent en évidence pour la 
première fois l’expression de la protéine Gas6 par les cellules musculaires lisses vasculaires. 
Les auteurs suggèrent que Gas6 induit la prolifération des cellules musculaires lisses 
vasculaires grâce à l’activation d’un récepteur à activité tyrosine kinase.529 Deux ans plus tard, 
une étude démontre que Gas6 induit la migration des cellules musculaires lisses vasculaires 
suite à l’activation du récepteur Axl.494 En 2004, Hasanbasic et coll. démontrent que le couple 
Gas6/Axl permet la survie des cellules endothéliales.487 Puis, en 2005, Gallichio et coll. 
mettent en évidence le rôle anti-angiogénique du couple Gas6/Axl. Les auteurs démontrent 
que l’activation de Axl par la protéine Gas6 permet l’activation de la protéine phosphatase 
SHP2 responsable de la déphosphorylation du VEGFR2 induite par le VEGFA. Ce 
mécanisme de régulation inhibe la formation du réseau capillaire induit par le VEGFA ainsi 
que la vascularisation dans le modèle in vivo de la membrane chorioallantoïdienne de poulet 
(CAM).322 Une autre équipe démontre que le récepteur Axl est non seulement important lors 
de la croissance tumorale mais aussi pour la migration des cellules endothéliales, lors de la 
formation du réseau capillaire in vitro, ainsi que dans l’angiogenèse in vivo.500 Ces 
observations sont confirmées en 2009 par une autre équipe qui démontre que cet effet pro-
angiogénique induit par Axl est complémentaire à celui induit par le VEGFA.498 En 2012, une 
étude réalisée par Ruan et coll. a mis en évidence la nécessité de l’interaction entre le 
récepteur Axl et le VEGFR2 lors de l’activation de la voie de signalisation de la PI3K 
dépendante du VEGFA.491 L’ensemble des ces observations indique que le couple Gas6/Axl 
serait impliqué dans l’induction de l’angiogenèse alors qu’une seule étude suggère qu’il joue 
un rôle anti-angiogénique. 
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Une étude récente publiée en 2011 dans Nature s’intéressant plus particulièrement au 
rôle joué par le miRNA-126 lors du recrutement des cellules endothéliales et de la formation 
des métastases cancéreuses par les cellules tumorales, a mis en évidence le rôle majeur joué 
par le système Mer soluble/Gas6/récepteur Mer lors de la migration des cellules endothéliales 
induite par les cellules cancéreuses. Les auteurs montrent que la protéine Gas6 réprime la 
migration des cellules endothéliales en activant le récepteur Mer. Cette répression peut être 
levée par la production de récepteur Mer soluble dont la fonction est de neutraliser la protéine 
Gas6.525 
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De nombreuses études ont montré que les cellules constituant les vaisseaux sanguins 
telles que les cellules musculaires lisses409 et les cellules endothéliales404,407 sécrètent la 
protéine S, et expriment ses récepteurs TAM. 440,528. Partant de ces données, nous avons émis 
l’hypothèse que, outre la protéine S circulante, la protéine S endogène du vaisseau sanguin 
ainsi que ses récepteurs TAM constituent un système autocrine/paracrine qui régulerait 
l’activité des divers types cellulaires composant les vaisseaux sanguins, le développement et 
le fonctionnement du système vasculaire. 
Dans le cadre de mon travail de thèse, j’ai focalisé mon attention sur les interactions 
entre la protéine S et l’endothélium en rapport avec l’angiogenèse. Dans un premier temps, 
nous avons cherché à mettre en évidence le rôle joué par la protéine S au cours de 
l’angiogenèse in vivo grâce à la réalisation du test du bouchon de Matrigel et in vitro dans le 
modèle de formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales sur Matrigel. 
Suite aux résultats obtenus, qui ont établi clairement un effet inhibiteur de la protéine 
S sur l’angiogenèse in vivo et sur la capacité des cellules endothéliales à former des structures 
vasculaires in vitro, j’ai recherché le rôle joué par la protéine S lors des évènements 
cellulaires nécessaires à la formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales dans la 
prolifération et la migration des cellules endothéliales ainsi que les voies de signalisation qui 
leur sont associées. J’ai ensuite recherché le mécanisme mis en jeu par la protéine S lors de 
son action anti-angiogénique. Enfin, j’ai cherché à identifier le(s) récepteur(s) TAM impliqués 
grâce à la répression de leur expression par la technique des petits ARN interférents. 
Dans un second temps, j’ai observé un effet direct joué par la protéine S sur la 
prolifération des cellules endothéliales. J’ai alors recherché les voies de signalisation 
intracellulaires impliquées dans cet effet grâce à l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques. 
Enfin, nous avons cherché à identifier le(s) récepteur(s) TAM impliqués. 
Ces travaux permettront d’élucider les mécanismes cellulaires et moléculaires 
impliqués dans les effets de la protéine S sur les cellules endothéliales. Ils établissent pour la 
première fois que la protéine S est à la fois un inhibiteur endogène de l’angiogenèse et un 
activateur des cellules endothéliales. 
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 Approches expérimentales et techniques mises en œuvre 
 
1 Modèles cellulaires 
Les cellules utilisées dans cette étude ont été cultivées stérilement sous hotte à flux 
laminaire, avant de les laisser croître dans un incubateur à 37°C, 5% de CO2 en atmosphère 
humide. 
1.1 Cellules endothéliales humaines 
Les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (Human Umbilical Vein 
Endothelial Cells : HUVECs) choisies pour notre étude constituent le modèle cellulaire le plus 
commun pour l’étude de l’angiogenèse in vitro. Les HUVECs obtenues à partir de plusieurs 
cordons ombilicaux (CC-2519, Clonetics, Lonza, Walkersville, Maryland) ont été cultivées 
dans le milieu de culture complet appelé EGM-2 (Endothelial cell Growth Medium-2, CC-
4176, Clonetics, Lonza, Walkersville, Maryland) selon les indications données par le 
distributeur et habituellement utilisé dans d’autres études.530 Le milieu EGM-2 est constitué 
d’un milieu de culture basique appelé EBM-2 (Endothelial cell Basal Medium-2, CC-3156, 
Clonetics, Lonza, Walkersville, Maryland) additionné de facteurs de croissance (VEGF, 
FGF2, EGF et IGF), d’hydrocortisone, d’héparine, d’acide ascorbique, d’antibiotiques 
(gentamicine, d’amphotéricine-B) et de Sérum de Veau Fœtal (SVF) à 2% (Bulletkit CC-
3162, Clonetics, Lonza, Walkersville, Maryland). Les HUVECs en culture sont repiquées une 
fois que la culture cellulaire a atteint 80% de confluence. Les cellules sont lavées à l’aide 
d’une solution EBSS (Earle's Balanced Salt Solution, KCl 400 mg/l, NaHCO3 2200 mg/l, 
NaCl 6,8 mg/l, NaH2PO4-H2O 140 mg/l, D-Glucose 1 g/l), puis détachées du support par 
l’action de trypsine 0,05% -EDTA 0,53 mM (Lonza, Walkersville, Maryland) pendant 5 min. 
L’action de la trypsine-EDTA est stoppée par l’ajout de SVF (Lonza, Walkersville, 
Maryland). Les HUVECs sont ensuite centrifugées 5 min à 220 g avant d’être resuspendues 
dans 500 µl de milieu EGM-2. Les cellules vivantes sont ensuite comptées à l’aide d'un 
hématimètre de Malassez avant d’être ensemencées à la densité de 1x104 cellules/cm2 ou 
5x103 cellules/cm2 pour obtenir une culture confluente respectivement après 3 ou 4 jours de 
culture, avec changement de milieu de culture tous les 2 jours. Etant donné qu’il s’agit d’une 
culture de cellules primaires, les HUVECs n’ont jamais été utilisées après avoir subi plus de 5 
repiquages, afin d’éviter leur dédifférenciation. 
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Lorsque cela est indiqué, le milieu de cultures de HUVECs a été remplacé par le 
milieu EBM-2 additionné de SVF à 0,5% ou d’ITS (Insuline 10 µg/ml, transferrine 6,7 ng/ml, 
sélénium 5,5 µg/ml, 41400045, Gibco, Invitrogen, Carlbad, Californie). 
Le stockage des cellules se fait par congélation à raison de 5x105 cellules/ml dans une 
solution composée de milieu EGM-2 50%/SVF 40%/DMSO 10% dans des cryotubes placés 
24 h à -80°C dans une boîte de congélation contenant de l’isopropanol assurant une descente 
en température progressive. Les cryotubes sont finalement transférés dans l’azote liquide à -
196°C. 
La décongélation des HUVECs se fait rapidement au bain marie à 37°C. Une fois les 
cellules décongelées, elles sont immédiatement transférées dans une flasque de culture 
contenant du milieu EGM-2 à 37°C à la densité de 5x103 cellules/cm2. Une fois les cellules 
adhérentes, le milieu de culture est retiré et remplacé par du milieu EGM-2 à 37°C pour éviter 
toute toxicité due au DMSO contenu dans la solution de congélation. 
1.2 Cellules de Sertoli murines 
Nous avons utilisé la lignée de cellules de Sertoli murines: TM4 connue pour exprimer 
les récepteurs TAM,531 afin de rechercher l’activation du récepteur Mer murin par la protéine 
S humaine. Les cellules TM4 ont été cultivées dans le milieu de culture DMEM/F12 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Ham’S F12 medium, 31330, Gibco, Invitrogen, 
Carlbad, Carlifornie) additionnée de sérum de cheval à 5%, de SVF à 2,5% et d’antibiotiques 
(100 U/ml pénicilline et 100 µg/ml streptomycine, Lonza, Walkersville, Maryland). Les 
conditions de culture des cellules TM4 sont similaires à celles réalisées pour les HUVECs. 
2 Modèle animal 
Pour notre étude nous avons utilisé des souris mâles C57BL/6 âgées de 8 semaines, 
élevées en animalerie en respectant un cycle nycthéméral de 24 h avec accès à la nourriture et 
à l’eau ad libitum. Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec les 
recommandations du ministère français de l’agriculture et de la forêt (décret 87849), les 
directives du conseil européen (2010/63/UE) et le comité d’éthique local. 
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3 Test de vascularisation du « bouchon de Matrigel » in vivo 
L’objectif de ce test est d’observer la néo-vascularisation d’un implant de Matrigel, 
injecté in vivo par voie sous-cutanée, suite au recrutement des vaisseaux sanguins avoisinants. 
3.1 Injection sous-cutanée des bouchons de Matrigel 
Ce test à été réalisé conformément à une étude précédente.532 Le Matrigel (BD 
Biosciences Discovery Labware Bedford, Massachusetts) froid est préalablement additionné : 
• Soit de protéine S humaine (Calbiochem Notthingham, United Kingdom ou Enzyme 
Research Laboratories South Bend, Indiana) à 25 µg/ml. 
• Soit d’un mélange de facteurs pro-angiogéniques : FGF2 recombinant murin (R&D 
systems, Minneapolis, Minnesota) à 400 ng/ml, VEGFA recombinant murin (Invitrogen, 
Carlsbad, Californie) à 400 ng/ml et d’héparine (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) à 50 
U/ml. 
• Soit d’une combinaison de protéine S et de facteurs pro-angiogéniques (ou leur tampon 
de dilution). 
Le Matrigel est une matrice extracellulaire reconstituée composée principalement de 
laminine, de collagène de type IV, de protéoglycanes à héparanes sulfates et de facteurs de 
croissance. Un volume de 0,4 ml de Matrigel ainsi préparé est injecté par voie sous-cutanée 
dans le flanc de souris mâles C57/BL6 âgées de 8 semaines (n=8). Une fois injecté, le 
Matrigel se solidifie à la température de 37°C pour former un implant appelé « bouchon ». 
Sept jours après l’injection de Matrigel, les souris sont euthanasiées, le bouchon de Matrigel 
est retiré, photographié, puis fixé dans une solution de formol (Sigma-Aldrich, Saint Louis, 
Missouri) à 10%. 
3.2 Analyse histologique 
Les bouchons de Matrigel ont été inclus dans un bloc de paraffine puis coupés en 
sections de 4 µm au microtome. Les coupes obtenues ont été colorées à l’aide d’une solution 
d’hématoxyline (coloration nucléaire violette) ou d’éosine (coloration des protéines 
cytoplasmiques rose). Afin d’observer spécifiquement la présence de vaisseaux sanguins, un 
marquage immunohistochimique des cellules endothéliales a été réalisé sur ces coupes à 
l’aide d’anticorps dirigés contre le marqueur endothélial CD31 murin (BD Pharmingen, Dan 
Diego, Carlifornie). Le CD31 (ou PECAM-1) est une glycoprotéine transmembranaire 
fortement exprimée par les cellules endothéliales composant les vaisseaux sanguins et 
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Figure 44 : Mécanismes de l’interférence par petit ARN (siRNA) 
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habituellement utilisée en tant que marqueur spécifique de ces derniers. La coloration 
histologique et le marquage immunohistologique de chaque coupe a été photographié à l’aide 
du macroscope MVX10 (Objectif : 1 x/1 ; milieu : air ; Olympus, Tokyo). L’aire occupée par 
les structures vasculaires, identifiées par la présence d’hématies dans leur lumière et l’aire 
occupée par le marquage CD31 ont été quantifiées grâce au logiciel Fiji-win32 (ImageJ 1.44c, 
Wayne Rasband, NIH, Bethesda, Maryland) et exprimé en pourcentage de l’aire vasculaire ou 
CD31 positive par champs comme cela a été précédemment décrit. 533,534 
4 Interférence par petits ARN 
Pour inhiber l’expression de certaines protéines d’intérêt nous avons utilisé la méthode 
d’interférence par petits ARN (siRNA : small interfering RiboNucleic Acid). Cette technique, 
basée sur un mécanisme naturel, a été caractérisée pour la première fois chez les plantes dans 
les années 1990. Elle consiste à inhiber l’expression d'un ARNm cible par fixation d'un 
siARN d’une vingtaine de nucléotides sur l’ARNm cible aboutissant au clivage ou à la 
dégradation de ce dernier et à l’absence de la traduction de la protéine associée. Les siRNA 
double brins doivent tout d’abord pénétrer dans la cellule par transfection, puis une fois dans 
la cellule ils sont pris en charge par le complexe multienzymatique RISC (RNA-Induced 
Silencing Complex) (figure 44). L'un des brins du siRNA (appelé "passager") est éliminé 
tandis que l'autre brin (appelé "guide") dirige le complexe RISC vers l’ARNm cible possédant 
une séquence complémentaire du siRNA guide. Lors de la synthèse de ces siRNA la séquence 
cible des ARNm est généralement choisie dans la région codante. L’appariement parfait entre 
le siRNA guide et son ARNm cible conduit à sa dégradation. 
Afin de faire pénétrer les siRNA dans les HUVECs nous avons utilisé un agent 
transfectant chimique appelé siPORT Amine transfection agent (Ambion, Austin, Texas). Cet 
agent transfectant forme des gouttelettes lipidiques autour des siRNA capables de fusionner 
avec la membrane plasmique et de libérer le siRNA dans la cellule. Les HUVECs étant 
connues pour être un type cellulaire difficile à transfecter, notre choix s’est basé sur cet agent 
transfectant car il permet de transfecter les cellules en présence de facteurs de croissance et 
d’antibiotiques. De plus, il ne présente qu’une faible toxicité pour les HUVECs. Les siRNA 
double brins utilisés dans cette études (tableau 7) sont commercialisés et ont été achetés à la 
société Ambion (Austin, Texas), tout comme le siRNA contrôle (AM4611, Ambion, Austin, 
Texas). Les HUVECs ont été ensemencées à raison de 2x105 cellules/puits/2,3 ml de milieu 
EGM-2 dans une plaque 6 puits ou 6x103 cellules/puits/80 µl de milieu EGM-2 dans un 
plaque 96 puits. La solution de transfection contenant 5 µl ou 0,5 µl de siPORT Amine,  
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Figure 45 : Toxicité de la transfection des HUVECs 
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respectivement pour une plaque 6 puits ou pour une plaque 96 puits additionné ou non de 
siRNA dilués dans le milieu Opti-MEM I (31985, Gibco, Invitrogen, Carlbad Californie) est 
incubé à température ambiante, 24 h après l’ensemencement des HUVECs selon les 
instructions du fournisseur. Les cellules sont ensuite transfectées avec 200 µl/ puits ou 20 
µl/puits  respectivement  pour une plaque 6 puits ou pour un plaque 96 puits avec une solution 
de transfection. 
Dans un premier temps, nous avons évalué la toxicité engendrée par l’agent 
transfectant. Pour cela, les HUVECs ont été ensemencées à 6x103 cellules/puits dans une 
plaque 96 puits puis transfectées avec la solution de transfection contenant ou non 50 nM de 
siRNA contrôle. La viabilité cellulaire a été évaluée par le test MTS : 3-[4,5-diméthylthiazol – 
2 - yl] – 5 - [3 - carboxymethoxyphenyl] – 2 - [4 - sulfophenyl] - 2 h - tetrazolium, (CellTiter 
96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, Madison, Wisconsin). Ce test 
colorimétrique s’appuie sur la mesure de la capacité des mitochondries des cellules vivantes à 
oxyder le sel de tétrazolium MTS en formazan directement excrété dans le milieu de culture, 
dont la densité optique peut être lue à 490 nm. La figure 45 montre que la transfection après 
24 h a un effet cytotoxique de 20 %sur les HUVECs. Cet effet se dissipe au-delà de 24 h, les 
HUVECs proliférant d’avantage. Enfin, la transfection avec le siRNA contrôle n’a pas d’effet 
cytotoxique supplémentaire par rapport à la transfection avec le siPORT Amine. En raison de 
la cytotxicité observée après 24 h de transfection avec le siPORT Amine, nous avons décidé 
de considérer cette condition comme condition contrôle. 
Dans un deuxième temps, nous avons évalué l’efficacité des siRNA par Western blot 
ou par PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR). 24 h après la transfection, les HUVECs 
ont été lysées. Dans certains puits, le milieu de culture a été retiré et remplacé par 2 ml de 
milieu EBM-2 afin d’observer l’expression des protéines d’intérêt 48 h après la transfection. 
Un protocole particulier a été appliqué pour l’inhibition du gène codant pour la protéine 
phosphatase SHP1, en raison de sa cytotoxicité et de son mode d’action. 24 h après la 
transfection avec 50 nM de siRNA dirigés contre les ARNm des protéines phosphatases SHP1 
et SHP2, le milieu de culture a été retiré et les cellules transfectées ont été incubées pendant 
24 h avec 2 ml de milieu EGM-2, afin d’éviter l’effet cytotoxique observé en présence du 
siRNA SHP1. L’expression de la protéine SHP1 a été évaluée 24 h et 48 h après ce 
changement de milieu par Western blot selon le protocole indiqué ci-dessus. 
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5 Test de morphogenèse : formation de structures capillaires par les 
cellules endothéliales in vitro 
Ce test permet de déterminer les effets d’une molécule ou d’une substance donnée sur 
la capacité des cellules endothéliales à former des structures capillaires. Sa réalisation a été 
précédemment décrite par d’autres équipes.322 Ce test est considéré comme le plus proche du 
test de vascularisation des « bouchons de Matigel » in vivo car la formation des structures 
capillaires in vitro nécessite la prolifération, la migration et la dégradation de la membrane 
basale par les cellules endothéliales. 
5.1 Conditions basales 
Les puits d’une plaque 24 puits ont été recouverts de 250 µl de Matrigel, additionnée 
de protéine S humaine (Enzyme Research Laboratories South Bend, Indiana) à différentes 
concentrations, ou d’endostatine (Biopur, Bubendorf, Suisse) à 10 µg/ml ou d’albumine 
sérique humaine (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) à 10 µg/ml. La plaque de 24 puits est 
ensuite conservée 4 h à température ambiante afin de permettre la formation du gel. Des 
HUVECs sont ensuite ensemencées dans chaque puits à raison de 105 cellules/puits dans 500 
µl de milieu EBM-2 contenant 0,5% de SVF afin de limiter les apports exogènes en protéine 
S. La dépendance de la formation du réseau capillaire au VEGFA a été vérifiée par ajout 
d’anticorps anti-VEGFR2 humains (R&D systems, Minneapolis, Minnesota) à la 
concentration de 10 µg/ml. Après 24 h d’incubation, les structures capillaires sont lavées à 
l’aide de la solution EBSS puis incubées de nouveau pendant 30 min dans une solution 
d’EBSS contenant de la calcéine (calcein AM, FP-895514, Interchim, Montluçon, France) 
diluée à 25 µM. Après une nouvelle étape de lavage, les structures capillaires sont fixées dans 
du paraformaldéhyde à 4% pendant 1 h à 4°C puis photographiées à l’aide du macroscope 
MVX10 (Objectif : 1 x/1 ; milieu : air ; Filtre GFP-exposition :100 ms ; Olympus, Tokyo). Le 
nombre de jonctions et/ou la longueur totale du réseau formé par les cellules endothéliales est 
quantifiée à l’aide du logiciel AngioQuant.535 
5.2 Transfection de siRNA 
Pour ce test, les HUVECs sont ensemencées dans une plaque 6 puits à la densité de 
2x105 cellules/puits/2,3 ml de milieu EGM-2. Les cellules endothéliales ne forment pas 
spontanément un réseau de capillaires après transfection avec 50 nM de siRNA contrôle, nous  
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avons dû adapter la concentration en siRNA au test cellulaire et ajouter du VEGFA. Ainsi, 
pour une concentration en siRNA de 5 nM, et un traitement des cellules endothéliales avec 20 
ng/ml de VEGFA (Invitrogen, Carlbad, Californie), nous avons pu observer de nouveau la 
formation du réseau capillaire. Les expériences de validation des siRNA Mer et SHP2 ayant 
été menées précédemment avec la concentration de 50 nM, nous avons validé l’inhibition de 
l’expression de chacune de ces protéines à la concentration de 5 nM. Après 24 h d’incubation, 
les cellules ont été transfectées comme cela a été indiqué au préalable, avec 5 nM de siRNA 
contrôle ou de siRNA dirigés contre l’ARN messager du récepteur Mer ou de la protéine 
phosphatase SHP2. 24 h après cette étape de transfection, les HUVECs transfectées ont été 
récoltées et resuspendues dans de l’EBM-2 contenant 0,5% de SVF et du VEGFA à 20 ng/ml. 
Enfin, 105 cellules endothéliales transfectées ont été ensemencées sur le Matrigel additionné 
ou non de protéine S humaine à 20 µg/ml. 
6 Test de prolifération cellulaire par incorporation de la 
Bromodéoxyuridine 
La prolifération cellulaire a été mesurée à l’aide du kit Cell proliferation ELISA, BrdU 
chemiluminescent kit (Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne) dont la détection est 
réalisée par chemiluminescence. Ce test est basé sur le taux d’incorporation de la 
Bromodéoxyuridine (5-bromo-2'-déoxyuridine, BrdU), un nucléotide synthétique analogue de 
la thymidine. Cette propriété lui permet de s’incorporer à l’ADN nouvellement synthétisé par 
les cellules en phase de prolifération en se substituant à la thymidine lors de la réplication de 
l’ADN durant la phase S du cycle cellulaire. La détection de la BrdU est réalisée par 
immunoassay, selon le principe ELISA. Ainsi, ce test permet la détection des cellules en 
prolifération c'est-à-dire, en phase S du cycle cellulaire. 
6.1 Conditions basales 
Les HUVECs sont ensemencées dans une plaque opaque de 96 puits (137101, Nunc, 
Roskilde, Danemark) à 6x103 cellules/puits/100 µl de milieu EGM-2. 24 h après 
l’ensemencement, le milieu est retiré et remplacé par 100 µl de milieu EBM-2 contenant du 
VEGFA recombinant humain, associé ou non à du FGF2 recombinant humain, additionné ou 
non de protéine S humaine ainsi que 10 µM de BrdU. Le VEGFA recombinant humain et le 
FGF2 utilisés sont distribués par la société Invitrogen (Carlbad, Californie). Les cellules sont 
ensuite incubées 24 h afin de permettre l’incorporation de la BrdU dans l’ADN des cellules en 
prolifération. 
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Les HUVECs sont ensuite fixées et l’ADN dénaturé par l’ajout pendant 30 min à température 
ambiante de 200 µl/puits de solution FixDenat fournie par le kit. La dénaturation de l’ADN 
permet d’améliorer l’accessibilité des anticorps à la BrdU. Les cellules sont ensuite incubées 
en présence des anticorps anti-BrdU (100 µl/puits) couplé à la péroxydase (POD) pendant 90 
min à température ambiante. Suite à 3 lavages de 2 min, le substrat de la péroxydase (luminol) 
est ajouté dans chaque puits (100 µl/puits) et incubé 3 min sous agitation à l’obscurité. La 
péroxydase va alors catalyser l’oxydation du luminol, conduisant à la formation d’un produit 
luminescent. La lecture de la luminescence est réalisée à l’aide du lecteur de plaque Mithras 
LB940TM (Berthold, Oak Ridge, Tennessee) sans filtre. Pour cette expérience, la spécificité de 
fixation de la BrdU et des anticorps anti-BrdU-POD a été testée en déterminant le taux de 
liaisons non spécifiques de ces derniers sur la plaque 96 puits ainsi que sur les cellules. 
Afin de démontrer que les effets observés sont bien spécifiques à la protéine S, nous 
avons inhibé son activité. Pour cela, avant d’être ajoutée aux cellules, la protéine S (10 µg/ml) 
a été préalablement neutralisée pendant 1 h à 4°C sous rotation à l’aide d’anticorps de lapin 
anti-protéine S (Dako, Glostrup, Danemark) à la concentration de 40 µg/ml ou en présence 
des anticorps contrôles produits chez la même espèce (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa 
Cruz, Californie) à la même concentration. 
6.2 Inhibition de l’activation des voies de signalisation par traitement 
pharmacologique 
L’implication de certaines protéines de la signalisation intracellulaire a été étudiée 
grâce à l’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques. Les inhibiteurs utilisés, leur mode 
d’action et la concentration à laquelle ils ont été utilisés pour ce test sont répertoriés dans le 
tableau 8. Les HUVECs ont été préalablement pré-traitées avec les inhibiteurs 
pharmacologiques aux concentrations et aux temps indiqués dans le tableau 8. A la fin du 
prétraitement le milieu à été retiré et remplacé par 100 µl de milieu EBM-2 contenant le 
traitement souhaité ainsi que la BrdU à la concentration finale de 10 µM. 
Approches expérimentales et techniques mises en œuvre 6. Test de prolifération cellulaire 
 - 154 - 
 
Approches expérimentales et techniques mises en œuvre 6. Test de prolifération cellulaire 
 - 155 - 
6.3 Inhibition de l’activation des récepteurs TAM par utilisation d’anticorps 
bloquants 
Le but de cette expérience est  d’inhiber l’activation des récepteurs TAM par la 
protéine S. Pour cela des anticorps dirigés contre la partie N-terminale extracellulaire des 
récepteurs sont utilisés. Leur fixation sur les récepteurs TAM crée un encombrement stérique  
empêchant la fixation de leurs ligands sur les récepteurs et donc leur activation par ces 
derniers. Les HUVECs ont été pré-traitées pendant 1 h dans 80 µl de milieu EBM-2 
additionné avec des anticorps de chèvre anti-Tyro3 (épitope cible : acides aminés 1 à 428, site 
de liaison autour de l’acide aminé 210, R&D systems, Minneapolis, Minnesota), ou anti-Axl 
(épitope cible : acides aminés 33 à 440, site de liaison autour de l’acide aminé 210, R&D 
systems, Minneapolis, Minnesota), ou anti-Mer (épitope cible : acides aminés 26 à 499, site 
de liaison autour de l’acide aminé 100, R&D systems, Minneapolis, Minnesota) à la 
concentration de 10 µg/ml ou des anticorps contrôles produits chez la même espèce (Santa 
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Californie) à la même concentration comme cela a été 
décrit dans une autre publication.440 Une fois le prétraitement réalisé, 20 µl de solution 
contenant les traitements souhaités concentrés cinq fois sont rajoutés dans les puits ainsi que 
la BrdU à la concentration finale de 10 µM. 
6.4 Transfection par siRNA 
Afin d’identifier le ou les récepteurs TAM et la ou les protéines impliquées dans la 
signalisation intracellulaire induite par la protéine S, nous avons inhibé leur traduction grâce à 
la méthode d’interférence par petits ARN. Ainsi, Les HUVECs ont été ensemencées à la 
densité de 6x103 cellules/puits/100 µl de milieu EGM-2 et incubées 24 h à 37°C. Les 
HUVECs ont ensuite été transfectées pendant 24 h avec l’agent transfectant siPORT Amine 
additionné ou non de 5 ou 50 nM de siRNA contrôle ou dirigé contre les ARNm des protéines 
d’intérêt. 24 h après la transfection, le milieu a été retiré et remplacé par les solutions 
contenant les traitements appropriés ainsi que la BrdU à la concentration finale de 10 µM. 
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7 Test de migration cellulaire par la technique de la chambre de 
Boyden 
La technique de la chambre de Boyden est couramment utilisée pour étudier les 
propriétés chimiotactiques de molécules. Ce dispositif met en jeu deux compartiments séparés 
par un filtre poreux ayant des pores de 5 µm sur lequel sont ensemencées les cellules. La 
capacité chimiotactique d’une molécule est évaluée grâce à la migration des cellules du 
compartiment supérieur vers le compartiment inférieur contenant la molécule à travers le filtre 
poreux. Les cellules ayant migré se retrouveront ainsi sur la face inférieure du filtre. 2,5x104 
HUVECs resuspendues dans 200 µl de milieu EBM-2/0,25% d’Albumine Sérique Bovine 
(Bovine Serum Albumin, BSA) sont ensemencées sur le filtre de l’insert (Costar, Corning 
Incorporated, New York). Le compartiment inférieur du puits est rempli avec 400 µl de milieu 
EBM-2 contenant 0,25% de BSA seul ou supplémenté de VEGFA humain à 20 ng/ml en 
présence ou non de protéine S à 10 µg/ml. Après 4 h d’incubation, les cellules présentes sur la 
face supérieure du filtre sont enlevées à l’aide d’un coton-tige. Les HUVECs ayant migrées, 
présentes sur la face inférieure du filtre, sont fixées dans du méthanol pendant 15 min à 
température ambiante. Après un rinçage rapide avec une solution saline tamponnée au 
phosphate (Phosphate-buffered saline, PBS : NaCl 140 mM, NaH2PO4 5 mM, KH2PO4 1 mM, 
pH=7,4), les noyaux des cellules sont colorés avec de l’hématoxyline, puis après un nouveau 
rinçage, le cytoplasme des cellules est coloré à l’eosine. Enfin, les filtres sont découpés au 
scalpel et placés entre lame et lamelle dans un milieu de montage (Mowiol). Les filtres sont 
photographiés au microscope Zeiss (objectif 20x ; Zeiss, Oberkochen, Allemagne) et les 
cellules ayant migré sont comptées sur 15 champs aléatoirement choisis à l’aide du logiciel 
ImageJ 1.39o (National Institutes of Health, Etat Unis). 
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8 Mesure du taux d’expression des ARNm par RT-PCR quantitative 
(RT-qPCR) 
Cette technique consiste à rétro-transcrire l’ensemble des ARN issus d’une culture 
cellulaire en ADN complémentaire (ADNc) par transcription inverse. La quantité relative des 
ADNc d’intérêt est ensuite estimée par rapport à la quantité d’ADNc d’un gène de ménage, la 
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) dont l’expression est considérée 
comme stable dans les cellules permettant de comparer les niveaux d’expression. Nous avons 
utilisé cette technique pour mesurer le niveau d’expression des ARN messagers au cours de 
nos expériences de transfection des HUVECs avec des siRNA. 
8.1 Extraction des ARN totaux 
Les ARN totaux des cultures de cellules HUVECs ont été extraits à l’aide du kit 
NucleoSpin RNA XS kit (Machery-Nagel, Düren, Allemagne). 
Les HUVECs préalablement transfectées ou non, ensemencées à 2x105 cellules/puits 
dans une plaque 96 puits, sont lysées sur glace afin de limiter l’action des RNAses dans un 
tampon de lyse RA1 additionné d’un agent réducteur Tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP). 
Les lysats sont congelés directement à -80°C. Les contaminants protéiques sont éliminés 
grâce à une première étape de filtration sur colonne puis les acides nucléiques sont adsorbés 
sur une autre colonne composée de silice. L’ADN génomique contaminant est digéré grâce à 
l’action de DNAseI fournie avec le kit. Enfin, après plusieurs étapes de lavage, les ARN sont 
élués dans 13 µl d’eau sans nucléases et conservés à -80°C. La concentration en ARN totaux 
est mesurée grâce au NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware) et 
leur pureté est évaluée après ajout d’un tampon de charge grâce à leur migration sur gel 
d’agarose 1%. 
8.2 Transcription inverse 
Cette étape consiste à transcrire de manière inverse l’ensemble des ARN 
précédemment extraits. Pour cela 0,7 µl d’hexamères de séquence aléatoire (Invitrogen 
Carlbad, Californie) à 200 ng/µl sont hybridés sur les ARN totaux (2 µg dans 12,3 µl) afin de 
servir d’amorces lors de l’élongation, grâce à une étape de chauffage à 70°C pendant 5 min, 
puis de refroidissement à 4 °C pendant 3 min au thermocycleur GeneAmp® PCR System 
2700 (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). Afin de s’assurer de l’absence de 
contamination par de l’ADN génomique, une condition contrôle est réalisée en remplaçant les 
ARN par 12,3 µl d’eau sans nucléases (RT-). 
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Un « prémélange » composé de 1 µl de déoxynucléotides triphosphates (dNTPs, Promega, 
Madison, Wisconsin) à 10 mM, de 1 µl d’enzyme transcriptase inverse SuperScript II à 200 
U/µl (Invitrogen Carlbad, Californie), de 1 µl de DTT à 0,1 M (dithiothreitol) et de 4 µl de 
tampon 5 X fournis avec l’enzyme, est préparé pour chaque tube. La transcription inverse est 
ensuite réalisée grâce au thermocycleur GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems, 
Courtaboeuf, France) selon le protocole ci-dessous :  
• 25°C pendant 10 min : activation la SuperScriptII. 
• 42°C pendant 50 min : température optimale d’élongation du brin d’ l’ADN 
complémentaires (ADNc). 
• 95°C pendant 15 min : déshybridation des brins d’ARN et d’ADNc synthétisés. 
8.3 Réaction de polymérisation en chaîne quantitative en temps réel 
Le principe de cette expérience est similaire à celui de la PCR classique. Deux 
amorces spécifiques d’un gène cible sont utilisées afin d’amplifier spécifiquement l’ADNc 
d’intérêt dans lequel s’intercale un agent fluorescent (SYBRGREEN). La mesure de la 
fluorescence réalisée à chaque cycle est directement corrélée à la quantité d’amplicons, ainsi 
plus il y aura d’amplicons, plus la fluorescence émise sera forte. Un mélange réactionnel de 
20 µl composé de 5 µl d’ADNc (dilués au 1/2,5), de 4,8 µl d’eau sans nucléases, de 0,1 µl 
d’amorce sens et anti-sens (tableau 9) à 25 µM et de 10 µl de SYBRGREEN PCR Master Mix 
2X (contenant l’agent intercalant, la Taq polymérase, les dNTPs ainsi que le tampon d’activité 
optimale de l’enzyme ; Applied Biosystems Courtaboeuf, France) est préparé pour chaque 
puits d’une plaque 96 puits MicroAmp (Applied biosystems, Courtaboeuf, France). Chaque 
dépôt est réalisé en duplicats ou en triplicats afin d’évaluer les variations dues aux dépôts. 
Pour chaque couple d’amorces, 3 conditions sont réalisées : un blanc dans lequel les ADNc 
sont remplacés par de l’eau sans nucléases, un contrôle négatif de la transcription inverse 
(RT-), comme expliqué précédemment et la condition à tester. 
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La détection de la fluorescence émise au cours du temps par les ADNc amplifiés est réalisée 
avec l’appareil GeneAmp7500 Fast (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) selon le 
protocole suivant : 
• 50°C pendant 2 min : activation de l’UNG (Uracil N-Glycosylase) ampérase 
afin d’éliminer les ADNs contenant des dUTPs. 
• 95°C pendant 10 min : dénaturation des doubles brins d’ADNc pour les rendre 
simple brin. 
• 90°C pendant 15 s : dénaturation des brins d’ADNc. 
• 60°C pendant 1 min : hybridation des amorces et élongation du brin d’ADN et 
mesure de la fluorescence. 
• Augmentation progressive de la température de 60°C à 95°C par paliers toutes 
les 30 s afin de vérifier la présence d’un unique produit d’amplification (amplicon) 
pour chaque couple d’amorces grâce à la courbe de fusion. 
L’analyse des résultats a été réalisée grâce au logiciel 7500 Software V2.0.6 (Applied 
Biosystems, Courtaboeuf, France). Le Ct (« Cycle threshold » ou cycle seuil) correspond au 
nombre de cycles de PCR quantitative en temps réel nécessaire pour qu’un échantillon émette 
une fluorescence permettant d’atteindre une valeur seuil (0,4) fixée dans la partie supérieure 
de la phase linéaire de l’amplification (figure 46A). Le taux d’expression du gène d’intérêt est 
ensuite normalisé par rapport au taux d’expression d’un gène endogène de référence dont 
l’expression ne varie pas. Pour notre étude, nous avons choisi la GAPDH comme gène de 
référence. La normalisation se fait en calculant la différence entre le Ct du gène d’intérêt et le 
Ct du gène de référence (GAPDH) selon la formule suivante : % GAPDH = 2 -(Ctgène d’intérêt-
CtGAPDH)
. 
8.4 Validation des amorces utilisées au cours des expériences de PCR 
quantitative en temps réel (qPCR) 
Nous avons validé les paramètres d’amplification et de spécificité pour chacun des 
couples d’amorces utilisés (tableau 8). Plusieurs paramètres ont ainsi été vérifiés :  
• Dans un premier temps, la spécificité d’amplification des amorces a été testée par 
présence d’un pic unique sur la courbe de fusion (figure 46A). Cette analyse est complétée par 
une migration des amplicons sur gel d’agarose à 2% (figure 46B) montrant la présence d’un 
unique produit d’amplification comme le suggérait la courbe de fusion. 
• Dans un deuxième temps, l’efficacité de l’amplification des amorces a été vérifiée, par 
dilutions successives au 1/10ème des ADNc. 
40 cycles 
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Figure 46 : Validation des amorces pour les expériences de PCR quantitative en temps 
réel (qPCR), exemple du récepteur tyrosine kinaseTyro3 
 
(A) Courbes de fusions obtenues par qPCR avec de l’eau, ou après RT+, ou après RT-. 
(B) Migration sur gel d’agarose à 2% des amplicons (produits d’amplification de la qPCR). 
(C) Vérification de la linéarité de l’amplification après dilution en cascade des ADNc au 
1/2,5ème, 1/25ème, 1/250ème, 1/2500ème. La droite correspond au Ct (cycle thresold ou cycle 
seuil) en fonction du log10 des dilutions précédentes. 
(D) Séquence des amplicons obtenue après séquençage puis vérification avec la base de 
données BLAST. 
(E) Courbes d’amplifications obtenues par qPCR avec de l’eau (Water), ou avec les matrices 
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La linéarité de l’amplification des amorces est testée par régression linéaire. En effet, la 
quantité d’amorces synthétisées doublant à chaque cycle, cela signifie que pour une dilution 
au 1/10ème, la pente de la droite représentant le Ct (cycle threshold) en fonction du log10 des 
facteurs de dilution doit avoir une pente la plus proche possible de 3,3 (23,3=10). La figure 
46C décrit ici un coefficient directeur proche de la valeur attendue avec un bon coefficient de 
linéarité (r2 proche de 1). Dans le cas présenté figure 46C, la pente est de 3,2 ce qui signifie 
que nous admettons que nos amorces présentent 8% d’erreur. Donc, nous ne pourrons pas 
conclure qu’il existe une différence d’expression du gène entre deux conditions si cette 
différence est inférieure à 8%. 
• Dans un troisième temps, nous avons vérifié la séquence des amplicons obtenus par 
séquençage. Pour cela la bande contenant les amplicons obtenus suite à la migration sur gel 
d’agarose à 2% (figure 46B) a été découpée puis les amplicons ont été extraits du gel, et 
purifiés grâce au kit QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen). La réaction de séquençage a 
ensuite été réalisée selon la méthode de Sanger en utilisant le kit BigDye® Terminator v3.1 
(Applied Biosystems) contenant des dNTPs fluorescents et à l’aide du séquenceur 3130 
Genetic Analyser (Applied Biosystems). Les séquences obtenues (figure 46D) ont été 
comparées à celles référencées par la base de données Blast. 
• Enfin, nous nous sommes assurés de la spécificité de l’amplification des ADNc issus 
de la transcription inverse des ARNm extraits à partir des cellules endothéliales. La figure 
46A ne montre aucune amplification lorsque les ADNc sont remplacés par de l’eau. Il n’y a 
donc aucun bruit de fond dû au diluant des ADNc (blanc). En revanche, nous avons constaté 
une amplification non spécifique pour l’échantillon RT- au delà de 34 cycles, considérée 
comme négligeable (figure 46E). Cette amplification pourrait correspondre à une 
amplification non spécifique de l’ADN génomique encore présent dans l’échantillon. Enfin, 
nous constatons un écart de 10 cycles, correspondant à un taux d’expression de 210 (soit de 
1024 fois), entre les échantillons RT+ et RT- (figure 46A). Cet écart est représentatif de la 
spécificité de l’amplification des ADNc obtenus suite à la réverse transcription des ARNm 
extraits en ADNc à partir des HUVECs. 
 
Approches expérimentales et techniques mises en œuvre 9. Western blotting 
 - 166 - 
 
 
Approches expérimentales et techniques mises en œuvre 9. Western blotting 
 - 167 - 
9 Mesure du taux d’expression et d’activation des protéines par 
Western blotting 
9.1 Expression protéique 
Les HUVECs soumises au protocole de transfection par petits ARN interférents 
(paragraphe 4) sont lavées 2 fois dans le tampon PBS puis lysées sur glace dans 60 µl de 
tampon de lyse non réducteur (Tris HCl 10 mM, NaCl 150 mM, Triton X100 1%, NP40 
0,5%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Sodium orthovanadate 100 mM, pH=7,4) additionné d’un 
coktail d’inhibiteur de protéases (Roche applied Science, Mannheim, Allemagne) et 
d’inhibiteurs de tyrosines phosphatases (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri). Les lysats 
sont vortexés 2 fois pendant 5 s, puis centrifugés à 13200 rpm pendant 10 min à 4°C afin 
d’éliminer les débris cellulaires. Après cette étape, les lysats sont conservés à -20°C. La 
concentration protéique est déterminée par rapport à une gamme standard de BSA suivant la 
méthode colorimétrique améliorée de Lowry536 à l’aide du kit DC protein assay (Bio-Rad 
Laboratories Inc, Hercules, Californie) à 750 nm. Des quantités de protéines équivalentes 
pour chaque protéine étudiée (5 µg pour Axl, 15 µg pour Mer, 25 µg pour SHP2, 20 µg pour 
SHP1) ont ensuite été mélangées à un tampon réducteur de Laemmli (Tris-HCl 60 mM 
pH=6,8, SDS 2%, β-mercaptoéthanol 5%,  Glycérol 10%, Bleu de Bromophénol 0,01%) qui 
permettra la dénaturation des protéines. 
Les protéines sont séparées en fonction de leur poids moléculaire par électrophorèse 
en conditions dénaturantes sur gel de polyacrylamide (électrophorèse SDS- PAGE). Les 
protéines dénaturées  pendant 5 min à 100°C grâce au tampon réducteur Laemmli sont 
soumises à une étape de concentration dans un gel de concentration (polyacrylamide 4%, 
Tris-HCl 125 mM pH=6,8, SDS 0,1%) pendant 30 min à 70V constant puis séparées dans un 
gel de séparation (polyacrylamide 8 ou 10% en fonction de la taille des protéines, Tris-HCl 
375 mM pH=8,8, SDS 0,1%) pendant 30 min à 90V puis pendant 1 h à 110V constant dans un 
tampon d’électrophorèse (Tris-HCl 25 mM, Glycine 185 mM, SDS 0,1%, pH=8,3) à 4°C. les 
protéines sont ensuite transférées sur une membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF, 
Millipore, Eschborn, Allemagne) pendant 2 h à 70V constant à 4°C dans un tampon de 
transfert (Tris-HCl 25 mM, Glycine 185 mM, SDS 0,02%, méthanol 20%). Les sites non 
spécifiques de la membrane sont ensuite saturés pendant 2 h à température ambiante dans la 
solution de blocage indiquée pour l’anticorps choisi (tableau 10).  
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Protéines cibles Fournisseurs Références Espèces Dilution Tampons de blocage 
Axl Santa Cruz C-20 chèvre 1/500 
TBS-tween 0,1%-lait 5%-
BSA 5% 
phospho-Axl Tyr779 R&D Systems AF2228 lapin 1/500 
TBS-tween 0,1%-lait 5%-
BSA 5% 














VEGFR-2 Cell Signaling 2479 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
phospho-VEGFR-2 Tyr1175 Cell Signaling 2478 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-BSA 5% 
phospho-VEGFR-2 Tyr996 Cell Signaling 2474 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-BSA 5% 
Akt Cell Signaling 9272 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
Phospho-Akt Ser473 Cell Signaling 9271 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-BSA 5% 
Erk 1 Santa Cruz C-16 lapin 1/2000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
phospho-Erk 1/2  
Thr202-Tyr204 




610126 souris 1/1000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
SHP2 Cell Signaling 3752 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
phospho-SHP2 Tyr542 Cell Signaling 3751 lapin 1/1000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
GAPDH Hytest Ltd 5G4-6C5 souris 1/2x106 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
Actine Sigma-Aldrich  A5060 lapin 1/5000 TBS-tween 0,1%-lait 5% 
 




Anticorps Fournisseurs Références Espèces Dilution Tampons de blocage 
Âne anti-chèvre-HRP Santa Cruz sc-2020 âne 1/8000 
Chèvre anti-lapin-HRP Sigma-Aldrich A0545 chèvre 1/10000 
Chèvre anti-souris-HRP Sigma-Aldrich A0168 chèvre 1/10000 
Tampon de blocage de 
l’anticorps primaire 
 
Tableau 11 : Tableau récapitulatif des anticorps secondaires utilisés pour la technique 
de Western blotting 
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Enfin, la membrane est incubée en présence des anticorps primaires dirigés contre le 
fragment peptidique de la protéine d’intérêt dilué dans la solution de blocage (tableau 10) 
toute la nuit à 4°C sous rotation. 
Le lendemain, les membranes sont lavées 4 fois 5 min dans une solution saline 
tamponnée au tris (Tris-Buffered Saline, TBS : Tris-HCl 10 mM, NaCl 140 mM, pH=7,4) – 
additionnée de tween-20 0,1% (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri) afin d’éliminer l’excès 
d’anticorps primaires non fixé sur l’antigène. Les membranes sont ensuite incubées 1 h30 
sous agitation, à température ambiante, avec des anticorps secondaires dirigés contre l’espèce 
chez laquelle a été produit l’anticorps primaire (tableau 11) couplés à la Horse-Radish 
Peroxydase (HRP), dilués dans le tampon de blocage utilisé pour l’anticorps primaire 
(tableaux 10 et 11). Enfin, après 4 nouveaux lavages de 5 min les protéines d’intérêt sont 
visualisées grâce à la lumière produite par la réaction de chimiluminescence entre la HRP 
couplée aux anticorps secondaires et son substrat contenu dans le kit ECL Plus Western 
blotting detection reagents (GE Healthcare, Amersham, Oakville, Ontario). L’acquisition du 
signal lumineux est réalisée grâce au système de détection LAS-3000 (Fujifilm, Cypress, 
Californie). 
L’expression de chaque protéine d’intérêt a été normalisée par rapport à une protéine 
de référence : la GAPDH, grâce à la mesure de l’intensité des bandes obtenues à l’aide du 
logiciel Scion Image (Scion Corporation, Fredericks, Maryland). 
9.2 Activation des voies de signalisation 
9.2.1 Conditions basales 
Les HUVECs sont ensemencées dans une plaque 12 puits à 105 cellules/puits/ml de 
milieu EGM-2. Après 24 h d’incubation, le milieu est retiré et remplacé par 500 µl de milieu 
EGM-2. Après 4 jours d’incubation, les cellules sont stimulées directement dans le milieu de 
culture désormais appauvri en facteurs de croissance avec 10 µg/ml de protéine S humaine 
pendant 15 min à 37°C puis pendant 5 min avec 20 ng/ml de VEGFA humain en présence ou 
non des inhibiteurs pharmacologiques indiqués tableau 7. Suite à la stimulation, le milieu de 
culture est retiré et les cellules sont directement lysées sur glace, dans 40 µl de tampon 
réducteur de Laemmli contenant le tampon de lyse non réducteur ainsi que les inhibiteurs de 
protéases et de phosphatases, puis les lysats sont congelés à -80°C. Les protéines sont 
dénaturées et des dépôts de 40 µl de lysats cellulaires sont réalisés sur un gel SDS PAGE. 
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Les cellules TM4 sont ensemencées dans une plaque 12 puits à 1x105 cellules/puits/ml 
et incubées pendant 48 h à 37°C. Les TM4 sont ensuite mises en culture sans sérum pendant 
24 h avec 500 µl/puits de milieu DMEMF12. Les cellules sont ensuite stimulées à différents 
temps avec 10 µg/ml de protéine S humaine avant d’être lysées sur glace dans 40 µl de 
tampon réducteur de Laemmli et les lysats sont congelés à -80°C. 
9.2.2 Transfection par siRNA 
Les HUVECs, ensemencées à 2x105 cellules/puits/ 2,3 ml de milieu EGM-2 dans une 
plaque 6 puits, sont incubées 24 h à 37°C. Les cellules sont ensuite transfectées avec 50 nM 
de siRNA contrôles ou dirigés contre les ARNm du récepteur Mer ou dirigés contre les 
ARNm de la protéine phosphatase SHP2. Après 24 h de transfection, les HUVECs sont 
cultivées sans SVF dans 2 ml de milieu EBM-2 additionné d’ITS pendant 24 h. Enfin, les 
cellules sont stimulées avec 10 µg/ml de protéine S pendant 15 min, avant d’être lysées dans 
60 µl de tampon réducteur de Laemmli. 
10 Analyses statistiques 
Les données obtenues à partir d’au moins 3 expériences indépendantes, réalisées en 
duplicats ou en triplicats sont exprimées en valeur moyenne ou en pourcentage moyen des 
valeurs contrôles ± écart type (SD, Standard Deviation) ou erreur standard de la moyenne 
(SEM, Standard Error of the Mean) selon l’expérience réalisée. La distribution des données a 
tout d’abord été testée grâce au test de Shapiro-Wilk, les données ont ensuite été analysées par 
analyse de variance (ANOVA, ANalysis Of Variance) suivi du test post-hoc de Dunnet si la 
distribution des échantillons suit la loi normale ou par le test de Kruskal-Wallis si la 
distribution des échantillons ne suit pas la loi normale. Lorsque cela est indiqué, les valeurs 
entre les groupes ont été considérées comme statistiquement significative pour une valeur 
P<0,05. Les valeurs de P sont exprimées comme indiqué ci-après : ***P<0,001 ; **P<0,01 ; 
*P<0,5 ; « ns » signifie que la différence n’est pas statistiquement significative. 
Les analyses statistiques ont toutes été réalisées à l’aide du logiciel Graphpad Prism 5 
pour le système d’exploitation Windows (Graphpad, San Diego, Californie). 
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Figure 47 : La protéine S inhibe l’angiogenèse in vivo 
Photographies représentatives de bouchons de Matrigel obtenus 7 jours après l’injection sous-cutanée de 
Matrigel seul (1) supplémenté avec des facteurs pro-angiogéniques murins (FGF2 à 400 ng/ml, VEGFA à 400 
ng/ml, héparine 50 unités/ml) (2), ou avec de la protéine S (ProS) humaine à 25 µg/ml (3) ou avec le mélange de 
facteurs pro-angiogéniques et la protéine S humaine (4) (n=8). 
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 Résultats 
 
 Chapitre 1 : Inhibition de l’angiogenèse par la protéine S  
Malgré le fait que l’endothélium exprime les récepteurs TAM et constitue une source 
majeure de protéine S circulante, l’importance physiopathologique de la protéine S, ses 
interactions avec les cellules endothéliales et en particuliers son rôle lors de l’angiogenèse 
n’ont pas encore été étudiés. Dans ce premier chapitre, nous avons combiné des approches in 
vivo et in vitro, afin de rechercher le rôle joué par la protéine S lors de l’angiogenèse. 
1 La protéine S inhibe l’angiogenèse induite par les facteurs 
angiogéniques in vivo 
Nous avons tout d’abord utilisé un modèle in vivo appelé test du « bouchon de 
Matrigel » qui consiste à injecter une substance extraite à partir de la matrice extracellulaire 
de cellules tumorales (Matrigel), par voie sous-cutanée à des souris C57/BL6. Le Matrigel, 
liquide à 4°C, se solidifie à 37°C pour former un implant (appelé « bouchon » de Matrigel) 
après injection sous-cutanée. L’ajout de substance(s) pro-angiogénique(s) au Matrigel permet 
de recruter les vaisseaux sanguins sous–cutanés pré-existants afin d’induire sa vascularisation. 
Grâce à cette technique, il est possible de tester l’activité pro-angiogénique d’une molécule, 
simplement en la mélangeant au Matrigel et en observant sa vascularisation quelques jours 
plus tard. A l’inverse, il est possible de tester l’activité anti-angiogénique d’une molécule en 
la mélangeant à du Matrigel qui contient des facteurs pro-angiogéniques. L’analyse de la 
vascularisation permettra de conclure quant à l’effet anti-angiogénique de cette molécule. 
Nous avons ainsi injecté à des souris préalablement anesthésiées une solution de Matrigel seul 
(figure 47, bouchon 1) ou contenant, soit un mélange de facteurs pro-angiogéniques murins 
connus (VEGFA, FGF2, héparine) (figure 47, bouchon 2), soit un mélange de facteurs pro-
angiogéniques additionné de protéine S (ProS) humaine (figure 47, bouchon 4), soit de la 
protéine S seule (figure 47, bouchon 3). Une semaine après l’injection, les souris ont été 
euthanasiées et la vascularisation du bouchon de Matrigel a pu être observée. Comme cela 
était attendu, le mélange de facteurs pro-angiogéniques a induit la vascularisation du bouchon 
de Matrigel (figure 47, bouchon 2) par rapport à notre condition contrôle (figure 47, bouchon 
1). 
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Figure 48 : La protéine S inhibe la vascularisation des bouchons de Matrigel  in vivo 
A) Photographies représentatives de coupes de 4 µm réalisées pour chacun des bouchons de Matrigel après 
coloration à l’hématoxyline/éosine. Les flèches indiquent des exemples de vaisseaux sanguins contenant des 
hématies. Les photographies ont été réalisées grâce au macroscope MVX10 (Olympus), barre d’échelle : 100 
µm. 
B) Quantification de l’aire vasculaire rapportée à l’aire totale du bouchon pour chaque photographie grâce au 
logiciel Fiji-win32. Les données obtenues à partir de 3 champs aléatoires de 3 bouchons de Matrigel, sont 
exprimées en pourcentage moyen de l’aire vasculaire par champs ± SEM ***p<0,001 ; **p<0,01 ; *p<0,05 
comme cela a été décrit dans une autre étude.533 
C) Photographies représentatives de l’immunomarquage CD31, réalisées pour chacun des bouchons de Matrigel. 
Les flèches montrent des vaisseaux sanguins marqués par le CD31. Les images ont été réalisées grâce au 
macroscope MVX10 (Olympus), barre d’échelle : 50 µm. 
D) Quantification de l’aire correspondant au marquage CD31 rapportée à l’aire totale du bouchon de Matrigel 
pour chaque photographie grâce au logiciel Fiji-win32. Les données obtenues à partir de 3 champs aléatoires de 
3 bouchons de Matrigel sont exprimées en pourcentage moyen de l’aire CD31 positive par champs ± SEM 
***p<0,001 ; **p<0,01 comme cela a été décrit dans une autre étude.534 
 
(1) Matrigel seul (contôle). 
(2) Facteurs pro-angiogéniques murins (FGF2 à 400 ng/ml, VEGFA à 400 ng/ml, héparine 50 unités/ml). 
(3) Protéine S (ProS) humaine à 25 µg/ml. 
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Nous avons constaté que la protéine S n’est pas capable d’induire seule la 
vascularisation du bouchon (figure 47, bouchon 3). En revanche, elle est capable d’inhiber la 
vascularisation induite par les facteurs pro-angiogéniques (figure 47, bouchon 4). Afin 
d’analyser la vascularisation des bouchons de Matrigel dans les différentes conditions, nous 
avons coloré à l’hématoxyline/éosine des coupes de 4 µm (figure 48A). Les résultats 
confirment, d’une part, l’absence de vaisseaux sanguins observée macroscopiquement en 
condition contrôle (figure 48A, image 1), et d’autre part, la présence de vaisseaux sanguins en 
présence des facteurs pro-angiogéniques, identifiables par la présence d’hématies dans leur 
lumière (figure 48A, image 2, flèches). En présence simultanée de protéine S et de facteurs 
pro-angiogéniques, nous avons observé une diminution significativement de 90% de la 
surface occupée par les vaisseaux sanguins (figure 48A, image 4). La protéine S seule n’a 
quant à elle pas eu d’effet sur l’angiogenèse (figure 48A, image 3). 
La présence des cellules endothéliales dans les bouchons de Matrigel a été confirmée 
par immunohistochimie en utilisant des anticorps dirigés contre le marqueur spécifique des 
cellules endothéliales : CD31 (ou PECAM-1) sur chaque coupe. Les résultats de cette 
expérience montrent comme précédemment une inhibition significative de 90% de la présence 
des cellules endothéliales lorsque la protéine S est ajoutée aux facteurs pro-angiogéniques 
(figures 48C et D). 
 
Ces résultats montrent que la protéine S exerce un effet anti-angiogénique in vivo. 
 
Résultats                                                                        Chapitre 1 – Inhibition de l’angiogenèse par la protéine S 
2. La protéine S inhibe la formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales in vitro 
 





Figure 49 : La protéine S inhibe la formation du réseau capillaire par les cellules 
endothéliales in vitro 
A) Photographies représentatives du réseau formé par les HUVECs sur Matrigel seul (1) ou supplémenté avec de 
l’albumine humaine à 10 µg/ml (2), avec de l’endostatine à 10 µg/ml (3), avec différentes concentrations de 
protéine S (ProS) 0,25 µg/ml (4), 1 µg/ml (5) et 10 µg/ml (6) (n=4 en duplicats). Les photographies du réseau 
ont été réalisées grâce au macroscope MVX10 (Olympus), barre d’échelle : 1 mm. 
B) Quantification de la longueur totale du réseau formé par les HUVECs grâce au logiciel Angioquant comme 
cela a été décrit dans une autre étude.535 Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la longueur du 







Figure 50 : Le VEGFA est essentiel à la formation du réseau capillaire par les cellules 
endothéliales in vitro 
Photographies représentatives du réseau formé par les cellules endothéliales sur Matrigel seul (A) ou traitées 
avec des anticorps anti-VEGFR2 humain à 10 µg/ml (B). Les flèches montrent des exemples de formation de 
structures capillaires. Les photographies ont été réalisées grâce au macroscope MVX10 (Olympus), barre 
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2 La protéine S inhibe la formation du réseau capillaire par les 
cellules endothéliales in vitro 
Les cellules endothéliales constituent le principal type cellulaire impliqué lors de 
l’angiogenèse. L’ensemencement des cellules endothéliales (HUVECs) sur une matrice 
extracellulaire (Matrigel), induit spontanément la formation d’un réseau capillaire (figure 49A 
image 1). Nous avons ainsi démontré que la protéine S inhibe la formation de ce réseau 
capillaire de manière dose-dépendante (figure 49). A 0,25 µg/ml, la protéine S n’a pas d’effet 
sur la formation du réseau capillaire (figure 49A, image 4 et figure 49B). A 1 µg/ml, la 
protéine S inhibe la formation du réseau capillaire de plus de 25% (figure 49A, image 5 et 
figure 49B) et de plus de 50% à 10 µg/ml (figure 49A, image 6 et figure 49B). Nous avons 
constaté que cet effet inhibiteur est comparable à celui obtenu avec l’endostatine, un 
inhibiteur connu de l’angiogenèse, utilisé dans ce test comme contrôle positif. Enfin, 
l’albumine humaine, une autre protéine plasmatique de même poids moléculaire que la 
protéine S (69 kDa), n’a pas d’effet sur la formation du réseau capillaire à 10 µg/ml (figure 
49A, image 2 et figure 49B) traduisant la spécificité d’action de la protéine S. 
 
Ces données montrent que la protéine S à la concentration de 10 µg/ml inhibe la 
formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales  
de manière comparable à un inhibiteur connu de l’angiogenèse : l’endostatine. 
 
Nous avons ensuite vérifié que la formation du réseau capillaire est dépendante du 
VEGFA, le principal facteur de croissance impliqué lors de l’angiogenèse. Le traitement des 
cellules endothéliales avec des anticorps bloquant l’activation du principal récepteur du 
VEGFA, le VEGFR2, montre une forte inhibition de la formation spontanée du réseau 
capillaire (figure 50B) par rapport au contrôle (figure 50A). Cette observation nous a amené à 
nous questionner sur le rôle joué par la protéine S dans de la signalisation induite par le 
VEGFA. 
.
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Figure 51 : La protéine S inhibe la prolifération des cellules endothéliales induite par le 
VEGFA 
(A) La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de 
traitement en présence ou non de VEGFA (20 ng/ml) additionné ou non de protéine S (ProS) humaine à 1 ou à 
10 µg/ml. Les données sont exprimées en pourcentage moyen du taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD 
***p<0,001 ; **p<0,01 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
La protéine S a été préalablement neutralisée grâce à l’utilisation des anticorps anti-protéine S (Dako) ou d’IgG 
contrôles provenant de la même espèce que l’anticorps anti-protéine S, 1 h avant le traitement avec le VEGFA 
(B) ou avec le VEGFA et le FGF2 (bFGF) (C). Les données sont exprimées en pourcentage moyen du taux 
d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; **p<0,01 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
(D) La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de 
traitement en présence des anticorps anti-protéine S (Dako) additionné ou non de VEGFA (20 ng/ml). Les 
données sont exprimées en pourcentage moyen du taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ns : non 
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3 La protéine S inhibe la prolifération et la migration des cellules 
endothéliales dépendante du VEGFA 
Nous avons démontré que la formation du réseau capillaire est dépendante de la 
signalisation du VEGFR2 induite par le VEGFA et que cette angiogenèse in vitro est inhibée 
par la protéine S. Nous nous sommes alors intéressés au rôle joué par la protéine S au cours de 
deux étapes clés de la mise en place du réseau capillaire, la prolifération et la migration des 
cellules endothéliales médiées par le VEGFA. 4,18,76,530,537 
3.1 La protéine S inhibe la prolifération des cellules endothéliales dépendante du 
VEGFA 
Dans une première expérience nous avons testé les effets de la protéine S sur la 
prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA. Le traitement des cellules 
endothéliales avec 20 ng/ml de VEGFA humain recombinant, augmente d’environ 2 fois le 
taux d’incorporation de la BrdU par les cellules endothéliales (figure 51A). La protéine S n’a 
pas d’effet significatif sur la prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA à 1 
µg/ml (figure 51A). En revanche, à 10 µg/ml, la protéine S diminue significativement de 50% 
la prolifération des cellules endothéliales (figure 51A). Nous avons alors décidé de conserver 
seulement la concentration pour laquelle l’effet de la protéine S est observé, soit 10 µg/ml, 
pour la suite de nos expérimentations. Dans une deuxième expérience, nous avons démontré 
que l’effet inhibiteur observé est bien spécifique à la protéine S. Comme le montre la figure 
51B, la neutralisation de la protéine S avec des anticorps spécifiques dirigés contre celle-ci a 
permis de réverser l’effet anti-prolifératif observé. Cet effet est spécifique à la protéine S 
puisque le prétraitement avec des immunoglobulines G (IgG) contrôles produites chez la 
même espèce que les anticorps anti-protéine S n’a pas affecté l’effet anti-prolifératif de la 
protéine S. De nouveau, comme cela était le cas au cours des expériences de formation du 
réseau capillaire, nous constatons que l’effet inhibiteur exercé par la protéine S est 
comparable à l’endostatine (figure 51B). L’effet inhibiteur de la protéine S est aussi observé 
lorsque la prolifération des HUVECs est stimulée simultanément par du VEGFA et du FGF2 
(figure 51C). Des études précédentes ayant démontré la capacité des cellules endothéliales à 
sécréter la protéine S,404,407 nous avons testé le rôle joué par cette sécrétion endogène sur la 
prolifération des cellules endothéliales. Le traitement à l’aide d’anticorps anti-ProS n’a affecté 
ni la prolifération endogène des cellules endothéliales, ni la prolifération induite par le 
VEGFA (figure 51D). 
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Figure 52 : La  protéine S inhibe l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induite 
par le VEGFA 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de Erk 1/2 Thr202 et Tyr204 dans les HUVECs obtenu après 
15 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml) puis 5 min de traitement avec le VEGFA (20 ng/ml). 
Un Western blot anti-Erk 1/2 total a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. Les 
HUVECs ont été préalablement carencées en Sérum de veau Fœtal (SVF) pendant 24 h. 
(B) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Erk 1/2 phosphorylées  rapporté à la quantité de protéines Erk 1/2 totale en condition contrôle ± SD 
***p<0,001 ; *p<0,05  (n=4 en triplicats). 
 
 
Figure 53 : La protéine S inhibe la migration des cellules endothéliales dépendante du 
VEGFA 
Photographies représentatives des HUVECs ayants migré après 4 h de traitement en absence (A) ou en présence 
de VEGFA à 20 ng/ml (B), supplémenté avec 10 µg/ml de protéine S (ProS) (C). Les cellules migrantes, 
colorées à l’Hématoxyline/Eosine, ont été photographiées à l’aide d’un microscope (Zeiss). 
Barre d’échelle : 50 µm. 
(D) Quantification du nombre de cellules ayant migré à partir de 15 champs choisis aléatoirement pour chaque 
filtre. Les données sont exprimées en nombre moyen de cellules ayant migré ± SD ***p<0,001 ; ns : non 
significatif (n=3 en triplicats). 
A 
B 
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Ces résultats montrent que la sécrétion endogène de protéine S n’influence pas la prolifération 
des cellules endothéliales. 
L’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 représente une étape importante 
dans la signalisation induite par le VEGFA pouvant conduire à la prolifération des cellules 
endothéliales.76,82,538 Nous nous sommes intéressés à la régulation de l’activation de la voie 
des MAP-Kinases Erk 1/2 dépendante du VEGFA par la protéine S. Le Western blot (figure 
52A) et sa quantification (figure 52B) montrent que le VEGFA augmente le taux de 
phosphorylation des protéines Erk 1/2 de 7 fois par rapport à la condition contrôle. Cette 
activation de Erk 1/2 induite par le VEGFA est inhibée significativement d’environ 50% par 
le prétraitement avec la protéine S (figures 52A et B). Ces données sont en parfait accord avec 
les résultats précédemment obtenus montrant une inhibition partielle de la prolifération des 
cellules endothéliales induite par le VEGFA. 
 
L’ensemble de ces résultats montre que la protéine S inhibe à la fois la prolifération des 
cellules endothéliales et l’activation de la voie de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 
induites par le VEGFA. 
 
3.2 La protéine S inhibe la migration des cellules endothéliales dépendante du 
VEGFA 
Suite à l’étape précoce de prolifération, les cellules endothéliales migrent sous l’effet 
des facteurs de croissance tels que le VEGFA. Nous nous sommes donc intéressés au rôle 
joué par la protéine S lors de la migration des cellules endothéliales induite par le VEGFA in 
vitro. La figure 53A montre que les cellules endothéliales migrent spontanément dans les 
conditions basales. En présence de VEGFA à 20 ng/ml, on observe que le nombre de cellules 
endothéliales migrantes augmente significativement de plus de 40% (figures 53B et D). Cette 
migration dépendante du VEGFA est totalement inhibée par l’ajout de la Protéine S à 10 
µg/ml (figures 53C et D). 
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Figure 54 : La  protéine S inhibe l’activation de la voie de la PI3Kinase/Akt dépendante 
du VEGFA 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de Akt sur la sérine Ser473 dans les HUVECs après 15 min 
de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml) ou sa solution de dilution, puis 5 min de traitement avec le 
VEGFA (20 ng/ml). Un Western blot anti-Akt total a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines 
déposées. Les HUVECs ont été préalablement carencées en SVF pendant 24 h. 
(B) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Akt phosphorylées Ser 473 rapporté à la quantité de protéines Akt totale en condition contrôle ± SD **p<0,01 ; 




Figure 55 : La protéine S inhibe la phosphorylation VEGFR2 induit par le VEGFA 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation du VEGFR2 Tyr 996 ou 1175 dans les HUVECs après 15 
min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml) ou sa solution de dilution, puis 5 min de traitement avec 
le VEGFA (20 ng/ml). Un Western blot anti-VEGFR2 total a été réalisé comme contrôle de la quantité de 
protéines déposées. Les HUVECs carencées en SVF pendant 24 h ont été pré-traitées pendant 3h avec 
l’inhibiteur NSC87877 à 100 µM ou avant d’être stimulées avec la protéine S puis le VEGFA. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
VEGFR2 phosphorylées Tyr 996 (B) ou 1175 (C) rapporté à la quantité de protéines VEGFR2 totale en 
condition contrôle ± SD ***p<0,001 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
A 
B 
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La voie de signalisation de la PI3K qui conduit à la phosphorylation de Akt sur la 
Ser473, est particulièrement importante au cours de la migration endothéliales dépendante du 
VEGFA.82,538-541 Ainsi, comme le montre les figures 54A et B, le VEGFA augmente de 2 fois 
le taux de phosphorylation des protéines Akt sur la Ser473. Le traitement avec la protéine S à 
10 µg/ml inhibe totalement cette phosphorylation de Akt sur la Ser473 induite par le VEGFA. 
 
Ces résultats montrent que la protéine S inhibe à la fois la migration des cellules 
endothéliales et l’activation de la voie de signalisation de la PI3K induites par le 
VEGFA. 
4 Régulation de l’activation du VEGFR2 par la protéine S 
Nous avons démontré que la protéine S inhibe la prolifération et la migration des 
cellules endothéliales induite par le VEGFA, ainsi que les voies de signalisation des MAP-
Kinases Erk 1/2 et de la PI3K induites par le VEGFA. Ces évènements cellulaires étant sous 
la dépendance de l’activation du VEGFR2 par le VEGFA, nous nous sommes intéressés au 
rôle joué par la protéine S sur l’activation du VEGFR2 induite par le VEGFA. L’activation du 
VEGFR2 par le VEGFA conduit à sa phosphorylation sur de nombreux résidus tyrosine.76,82 
Nous avons focalisé notre attention sur les résidus Tyr1175 et Tyr996, connus pour médier la 
signalisation de la PI3K/Akt et des MAP-Kinases Erk 1/2.82,135,139 Dans ces conditions, le 
VEGFA a bien induit la phosphorylation du VEGFR2 sur le site Tyr996 (figures 55A et B) 
ainsi que sur le site Tyr1175 (figures 55A et C). Après le prétraitement avec la protéine S à 10 
µg/ml, la phosphorylation induite par le VEGFA du résidu Tyr996 diminue de 50 % (figures 
55A et B), alors que la phosphorylation du site Tyr1175 n’est pas altérée (figures 55A et C). 
 
Ces résultats montrent que le VEGFA induit la phosphorylation du VEGFR2 au moins 
sur les résidus Tyr996 et Tyr1175 et que la protéine S inhibe la phosphorylation du résidu 
Tyr996 mais pas du résidu Tyr1175. 
 
Des études précédentes ont mis en évidence le rôle des protéines phosphatases SHPs 
(SHP1 et SHP2) dans la déphosphorylation du VEGFR2.319,321,322 Afin de vérifier si 
l’inhibition de la phosphorylation du VEGFR2 par le VEGFA après prétraitement avec la 
protéine S impliquait les protéines phosphatases SHPs, nous avons utilisé un inhibiteur 
pharmacologique : le NSC 87877.542,543 Les figures 55A et B montrent que le prétraitement 
avec le NSC87877 réverse l’inhibition de la phosphorylation du résidu Tyr996 du VEGFR2
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Figure 56 : Les protéines phosphatases SHPs médient l’effet inhibiteur exercé par la 
protéine S sur la prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de VEGFA (20 ng/ml) additionné ou non de protéine S (ProS) humaine à 10 µg/ml. Les 
HUVECs ont été préalablement traitées pendant 3h avec l’inhibiteur NSC87877 à 100 µM ou avec sa solution de 
dilution avant la stimulation avec le VEGFA additionné ou non de protéine S. Les données sont exprimées en 




   
          
Figure 57 : Les protéines phosphatases SHPs médient l’inhibition des voies de 
signalisation induite par le VEGFA  exercé par la protéine S 
Western blot représentatif de la phosphorylation de Erk 1/2 Thr202 et Tyr204 (A) et de Akt Ser473 (C) dans les 
HUVECs après 15 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml) ou sa solution de dilution, puis 5 min 
de traitement avec le VEGFA (20 ng/ml). Un Western blot anti-Erk 1/2 ou anti-Akt total a été réalisé comme 
contrôle de la quantité de protéines déposées. Les HUVECs ont été préalablement carencées en SVF pendant 24 
h puis pré-traitées pendant 3h avec l’inhibiteur NSC87877 à 100 µM ou avec sa solution de dilution avant 
stimulation avec la protéine S puis le VEGFA. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Erk 1/2 phosphorylées (B) ou de protéines Akt phosphorylées (D) rapporté à la quantité de protéines Erk 1/2 ou 





Résultats                                                                        Chapitre 1 – Inhibition de l’angiogenèse par la protéine S 
5. La protéine phosphatase SHP2 médie l’effet anti-angiogénique de la protéine S 
 
 - 187 - 
induite par la protéine S et rétablit un taux de phosphorylation comparable à celui observé lors 
du traitement avec le VEGFA. Par ailleurs, le prétraitement réalisé avec le NSC 87877 n’a eu 
aucun effet sur la phosphorylation du site Tyr1175 du VEGFR2 après traitement avec la 
protéine S et le VEGFA (figures 55A et C), démontrant ainsi la spécificité d’action de la 
protéine S sur la phosphorylation du site Tyr996. Des études précédentes ont démontré que la 
protéine phosphatase SHP1 est capable de déphosphoryler à la fois le résidu Tyr996 ainsi que 
le résidu Tyr1175 du VEGFR2. 319 Par contre, la protéine phosphatase SHP2 n’est capable de 
déphosphoryler que le résidu Tyr996 du VEGFR2.321 Enfin, plus indirectement, une dernière 
étude a démontré que la protéine Gas6 est capable de déphosphoryler le VEGFR2 via 
l’activation de la protéine phosphatase SHP2.322 L’ensemble de ces données suggère que la 
protéine phosphatase SHP2 joue un rôle important dans l’inhibition de la phosphorylation du 
VEGFR2. 
 
Ces résultats suggèrent que la protéine phosphatase SHP2 est responsable de la 
déphosphorylation du VEGFR2 induite par la protéine S. 
5 La protéine phosphatase SHP2 médie l’effet anti-angiogénique de la 
protéine S 
5.1 Les protéines phosphatases SHPs sont impliquées dans les effets anti-
angiogéniques de la protéine S 
Comme nous l’avons vu précédemment, la protéine S inhibe la prolifération des 
cellules endothéliales induite par le VEGFA. Dans les mêmes conditions, en présence de 
l’inhibiteur des protéines phosphatases SHPs et de la protéine S, le pourcentage 
d’incorporation de la BrdU est identique à celui observé en présence de VEGFA à 20 ng/ml 
(figure 56). Les protéines phosphatases SHPs sont donc impliquées dans l’inhibition de la 
prolifération dépendante du VEGFA exercée par la protéine S. Le traitement avec l’inhibiteur 
des protéines phosphatases SHPs, en présence de la protéine S a également rétabli le taux de 
phosphorylation de Erk 1/2 (figures 57A et B) et de Akt (figures 57C et D) au niveau du taux 
de phosphorylation observé en présence de VEGFA à 20 ng/ml (figure 57). Ces résultats 
montrent l’implication des protéines phosphatases SHPs dans l’inhibition de l’activation des 
voies de signalisation dépendante du VEGFA médiée par la protéine S. 
 
La protéine phosphatase SHP2 serait impliquée dans l’effet anti angiogénique 
exercé par la protéine S. 
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Figure 58 : Expression protéique de SHP1 et 2 après 48 h de transfection par siRNA 
(A) Western blot représentatif de l’expression de SHP1 et de SHP2 après 48 h de transfection avec l’agent 
transfectant (contrôle) ou avec 50 nM de siRNA contrôle ou de siRNA SHP1 ou de siRNA SHP2. Un Western 
blot anti-GAPDH a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP1 (B) ou SHP2 (C) rapporté à la quantité de protéines GAPDH en condition contrôle ± SD *p<0,05 ; ns : 
non significatif (n=3 en uniplicats). 
 
 
Figure 59 : Expression protéique de SHP1 et 2 après 72 h de transfection par siRNA 
(A) Western blot représentatif de l’expression de SHP1 et de SHP2 après 72 h de transfection avec l’agent 
transfectant (contrôlel) ou avec 50 nM de siRNA contrôle ou de siRNA SHP1 ou de siRNA SHP2. Un Western 
blot anti-GAPDH a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP1 (B) ou SHP2 (C) rapporté à la quantité de protéines GAPDH en condition contrôle ± SD *p<0,05 ; ns : 
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5.2 La protéine phosphatases SHP2 est responsable de l’inhibition de la 
prolifération induite par la protéine S 
5.2.1 Modèle de répression par petits ARN interférents (siRNA) 
Afin de démontrer l’implication des protéines phosphatases dans les effets observés, 
nous avons décidé d’inhiber l’expression de l’une ou l’autre des protéines phosphatases grâce 
à la méthode d’interférence par petits ARN. Par Western blot, nous montrons qu’après 48 h 
(figure 58) et 72 h (figure 59) l’expression de SHP1 et de SHP2 est inhibée. La répression 
observée concernant SHP1 est de 50% (figure 58A) après 48 h de transfection, et reste stable 
après 72 h de transfection (figure 59A). L’expression de la protéine phosphatase SHP2 est 
quant à elle diminuée de 75% après 48 h de transfection (figure 58B) et reste stable après 72 h 
de transfection (figure 59B). Nous avons par ailleurs observé que l’inhibition d’expression de 
l’une de ces protéines phosphatases à l’aide des petits ARN interférents (small interfering 
Ribonucleic Acid : siRNA) ne modifie pas l’expression de l’autre protéine phosphatase 
(figures 58 et 59). 
 
Nous avons validé notre modèle de répression des protéines phosphatases SHPs grâce la 
méthode d’interférence par petits ARN. 
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Figure 60 : La protéine phosphatase SHP2 médie l’effet inhibiteur exercé par la protéine 
S sur la prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de VEGFA (20 ng/ml) additionné ou non de protéine S (ProS) humaine à 10 µg/ml. Les 
HUVECs ont été préalablement transfectées pendant 48 h avec l’agent transfectant (contrôle) ou avec 50 nM de 
siRNA contrôle ou de siRNA SHP1 ou de siRNA SHP2 avant stimulation avec le VEGFA additionné ou non de 
protéine S. Les données sont exprimées en pourcentage moyen du taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± 
SD ***p<0,001 ; *p<0,05 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
 
 
Figure 61 : La protéine S active la protéine phosphatase SHP2 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 Tyr542 dans les HUVECs. 
Les HUVECs préalablement carencées en SVF pendant 24 h ont été stimulées pendant 15 min avec la protéine S 
(10 µg/ml) ou la protéine Gas6 (10 ng/ml) ou avec leur solution de dilution. Un Western blot anti-SHP2 a été 
réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. 
(B) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP2 phosphorylées rapporté à la quantité de protéines SHP2 totale en condition contrôle ± SD ***p<0,001 
(n=3 en triplicats). 
A 
B 
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5.2.2 La protéine phosphatase SHP2 médie l’effet anti-prolifératif induit par la 
protéine S 
Une fois les siRNA validés, nous les avons utilisés dans nos expériences de 
prolifération. Dans toutes les conditions, l’agent transfectant était présent dans le milieu de 
façon à normaliser les résultats. La figure 60 montre que dans ces conditions, la prolifération 
induite par le VEGFA est inhibée par la protéine S. Cette inhibition n’a pas été altérée par 
l’ajout des siRNA contrôles. La transfection avec le siRNA dirigé contre les ARNm de la 
protéine phosphatase SHP1 n’a pas permis de réverser l’effet inhibiteur induit par la protéine 
S. En revanche, la transfection avec le siRNA dirigé contre les ARNm de la protéine 
phosphatase SHP2 a réversé cette inhibition (figure 60). Ces résultats montrent que la protéine 
phosphatase SHP2 est impliquée dans l’inhibition de la prolifération dépendante du VEGFA 
induite par la protéine S. La transfection avec le siRNA dirigé contre les ARNm de la protéine 
phosphatase SHP1 a fortement diminué la prolifération des cellules endothéliales, en dessous 
du taux de prolifération endogène (figure 60). Ce résultat indique que la protéine phosphatase 
SHP1 est essentielle à la prolifération endogène des cellules endothéliales. 
 
La protéine phosphatase SHP2 est responsable de l’inhibition des la prolifération 
dépendante du VEGFA induite par la protéine S. 
 
5.3 Activation de la protéine phosphatase SHP2 par la protéine S 
Enfin, nous avons recherché si la protéine S activait directement la protéine 
phosphatase SHP2 dans les cellules endothéliales. La protéine Gas6 a été utilisée comme 
contrôle positif de la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 comme cela a été 
précédemment décrit.322 Comme le montre les figures 61A et B, le traitement avec la protéine 
S a augmenté de manière significative le taux de phosphorylation de la protéine phosphatase 
SHP2 de 50%. 
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Figure 62 : Expression des ARNm des récepteurs TAM dans les cellules endothéliales 
(A) Expression des ARNm des récepteurs TAM dans les HUVECs mesurée par qPCR. Les données sont 
exprimées en pourcentage moyen de la quantité d’ARNm de Tyro3, Axl ou Mer rapporté à la quantité d’ARNm 
de la GAPDH ± (n=3 en triplicats). 
(B) Exemple de courbes d’amplification obtenues par qPCR pour l’expression des ARNm de la GAPDH (bleu), 
d’Axl (rose), de Mer (orange) et de Tyro3 (vert). 
A 
B 
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6 Rôle des récepteurs TAM dans l’effet anti-angiogénique de la 
protéine S 
La protéine S est un ligand pour les récepteurs à activité tyrosine kinase TAM (Tyro3, 
Axl et Mer).435 Nous avons d’abord voulu déterminer si un ou plusieurs récepteurs TAM 
étaient impliqués dans les effets cellulaires de la protéine S. Le taux d’expression des 
récepteurs TAM étant différents selon la nature des cellules endothéliales considérée 
(HUVECs528 ou cellules endothéliales de la barrière hémato-encéphalique440), nous avons tout 
d’abord étudié le taux d’expression de chacun des récepteurs TAM dans notre modèle 
cellulaire. 
6.1 Expression des récepteurs TAM dans les cellules endothéliales 
Une fois les amorces validées, nous avons évalué par RT-qPCR l’expression relative 
des ARNm de chacun des récepteurs TAM par rapport à l’expression des ARNm de la 
GAPDH dans les cellules endothéliales, après 24 h et 48 h de culture. La figure 62A montre 
que parmi les 3 récepteurs TAM de la protéine S, le récepteur Axl est le plus exprimé (8% des 
ARNm de la GAPDH après 24 h de culture). Les ARNm du récepteur Mer sont quant à eux 3 
fois moins exprimés que ceux de Axl et ceci quel que soit le temps de culture. Enfin le 
récepteur Tyro3 est très faiblement exprimé par les cellules endothéliales, le taux d’expression 
de ses ARNm étant 11 fois inférieur à celui des ARNm du récepteur Mer et 33 fois inférieur à 
celui des ARNm du récepteur Axl (figures 62A et B). Ces résultats sont en accord avec une 
étude précédente qui montre une distribution similaire de l’expression des récepteurs TAM 
dans les HUVECs.528 
 
Dans notre modèle cellulaire le récepteur TAM le plus abondant est le récepteur Axl, le 
récepteur Mer est moins exprimé que le récepteur Axl et le récepteur Tyro3 est très 
faiblement exprimé. 
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Figure 63 : Validation des siRNA dirigés contre les ARNm des récepteurs TAM après 24 
h et 48 h de transfection 
Expression des ARNm des récepteurs TAM dans les HUVECs mesurée par qPCR après 24 h (A) ou 48 h (B) de 
transfection avec l’agent transfectant (contrôle) ou 50 nM de siRNA contrôle ou 5 nM de siRNA Tyro3 ou 5 nM 
de siRNA Axl ou 50 nM de siRNA Mer. Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité 
d’ARNm de Tyro3, Axl ou Mer rapporté à la quantité d’ARNm de la GAPDH en condition contrôle ± SD 
***p<0,001 ; **p<0,01 ;*p<0,05 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
Expression protéique du récepteur Axl, du récepteur Mer analysée par Western blot après 24 h (C) ou 48 h (D) 
de transfection avec l’agent transfectant (vehicle) ou 50 nM de siRNA contrôle, ou 5 nM de siRNA Tyro3, ou 5 
nM de siRNA Axl, ou 50 nM de siRNA Mer (n=1). Un Western blot anti-GAPDH a été réalisé comme contrôle 
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6.2 Validation du modèle de répression des récepteurs TAM par siRNA 
Après avoir montré que les HUVECs expriment les trois récepteurs TAM dans nos 
conditions expérimentales, nous avons réalisé une expérience de mise au point de la 
répression de leur expression par petits ARN interférents. 
Dans toutes les conditions, l’agent transfectant était présent dans le milieu de façon à 
normaliser les résultats. Les figures 63A et B montrent respectivement à 24 h et à 48 h que les 
siRNA dirigés contre les ARNm des récepteurs Tyro3, Axl et Mer ont bien inhibé 
significativement l’expression des ARNm de leurs cibles alors que le siRNA contrôle n’a eu 
aucun effet significatif. Nous avons observé par ailleurs que l’inhibition de l’expression de 
l’un des trois récepteurs TAM ne modifiait pas l’expression des deux autres (aucun effet de 
compensation). 
Ces résultats ont été confirmés par Western blot pour les récepteurs Axl et Mer 
(figures 63C et D). Le signal obtenu pour chacun des récepteurs (Axl et Mer) se présente sous 
la forme d’un doublet (figures 63C et D), qui pourrait correspondre à des niveaux de 
glycosylation différents pour ces récepteurs, comme cela a déjà été décrit par d’autres 
équipes.455,460,461,470 Nous n’avons pas été en mesure de détecter l’expression du récepteur 
Tyro3 par Western blot. Ceci pourrait être expliqué par son faible taux d’expression de sa 
forme protéique à la surface des cellules endothéliales, en accord avec le faible taux 
d’expression de son ARNm. 
 
L’ensemble de ces résultats montre l’efficacité et la spécificité des siRNA dirigés contre 
les ARNm de tous les récepteurs TAM. 
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Figure 64 : Le récepteur Mer médie l’effet inhibiteur exercé par la protéine S sur la 
prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de VEGFA (20 ng/ml) additionné ou non de protéine S (ProS) humaine à 10 µg/ml. Les 
HUVECs ont été préalablement transfectées pendant 24 h avec l’agent transfectant (contrôle) ou 50 nM de 
siRNA contrôle ou 5 nM de siRNA Tyro3 ou 5 nM de siRNA Axl ou 50 nM de siRNA Mer avant stimulation 
avec le VEGFA additionné ou non de protéine S. Les données sont exprimées en pourcentage moyen du taux 
d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; *p<0,05 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
 
   
 
Figure 65 : Le récepteur Mer médie l’effet inhibiteur exercé par la protéine S sur la 
prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA et le FGF2 
(A) La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de 
traitement en présence ou non de VEGFA et de FGF2 (bFGF) (20 ng/ml) additionné ou non de protéine S (ProS) 
humaine à 10 µg/ml. Les HUVECs ont été préalablement transfectées pendant 24 h avec l’agent transfectant 
(contrôle) ou 50 nM de siRNA contrôle ou 5 nM de siRNA Tyro3 ou 5 nM de siRNA Axl ou 50 nM de siRNA 
Mer avant stimulation avec le VEGFA et le FGF2 additionné ou non de protéine S. Les données sont exprimées 
en pourcentage moyen du taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; *p<0,05 ; ns : non 
significatif (n=3 en triplicats). 
(B) La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de 
traitement en présence ou non de VEGFA et de FGF2 (20 ng/ml) additionné ou non de protéine S (ProS) 
humaine à 10 µg/ml. Les HUVECs ont été préalablement traitées avec des anticorps dirigés contre la partie 
extracellulaire des récepteurs TAM (R&D Sysytems) ou d’IgG contrôles provenant de la même espèce (Santa 
Cruz) à 10 µg/ml, 1 h avant de réaliser les autres traitements. Les données sont exprimées en pourcentage moyen 
du taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
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6.3 Le récepteur Mer médie l’effet anti-prolifératif induit par la protéine S 
Suite à la validation des siRNA dirigés contre les ARNm des récepteurs TAM dans les 
cellules endothéliales, nous nous sommes intéressés à identifier le ou les récepteur(s) 
impliqué(s) dans l’effet antiprolifératif induit par la protéine S sur la prolifération des cellules 
endothéliales dépendante du VEGFA. 
Comme le montre la figure 64, seul l’inhibition de l’expression du récepteur Mer par 
siRNA a permis de réverser significativement l’effet anti-prolifératif de la protéine S 
suggérant que le récepteur Mer est responsable des effets cellulaires anti-angiogéniques. 
Lorsque la prolifération est cette fois-ci stimulée à la fois par le VEGFA et le FGF2, 
en présence des siRNA (figure 65A) ou des anticorps bloquants (figure 65B) dirigés contre le 
domaine extracellulaire des récepteurs à activité tyrosine kinase TAM, seul les siRNA dirigés 
contre les ARNm du récepteur Mer ou les anticorps « anti-Mer » réversent l’effet anti-
prolifératif induit par la protéine S par rapport au siRNA contrôle ou aux IgG contrôles. 
 
Ces résultats montrent que le récepteur Mer est le récepteur TAM impliqué dans l’effet 
anti-prolifératif induit par la protéine S sur les cellules endothéliales. 
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Figure 66 : La protéine S active le récepteur Mer humain et Mer murin 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation du récepteur tyrosine kinase Mer obtenu dans les HUVECs 
après 0 (contrôle), 10, 15 ou 20 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml). Un Western blot anti-
GAPDH a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. 
(B) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Mer phosphorylées rapporté à la quantité de protéines GAPDH en condition contrôle ± SD **p<0,01 ; *p<0,05 ; 
ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
(C) Western blot représentatif de la phosphorylation du récepteur tyrosine kinase Mer obtenu dans les cellules 
murines TM4 après 0 (contrôle), 5, 10, 15, 20 ou 30 min de stimulation avec la protéine S (ProS) humaine (10 
µg/ml). Les Western blot anti-Mer total et anti-Actine ont été réalisés comme contrôle de la quantité de protéines 
déposées. 
(D) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
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6.4 La protéine S active le récepteur Mer 
Etant donné que, d’une part, les expériences in vivo (bouchon de Matrigel) ont été 
réalisées chez la souris en utilisant de la protéine S humaine, que les expériences in vitro ont 
été menées sur des cellules endothéliales humaines (HUVECs) et que d’autre part, l’activation 
des récepteurs TAM semble dépendante de l’espèce considérée ;424,435 nous avons étudié par 
Western blot l’activation du récepteur Mer humain et murin par la protéine S humaine. Les 
modèles cellulaires choisis sont respectivement les HUVECs et une lignée de cellules de 
Sertoli murines (TM4) connue pour exprimer les trois récepteurs TAM. 531 Les figures 66A et 
C montrent clairement l’activation du récepteur Mer par la protéine S avec une cinétique 
caractéristique d’un récepteur à activité tyrosine kinase dans les deux types cellulaires (figures 
66B et D). Suite à cette première phase d’activation, une deuxième phase de désactivation 
progressive au cours du temps est observée dans les deux types cellulaires (figure 66B). Il est 
intéressant de noter que le temps d’activation maximale du récepteur Mer (après 15 min de 
stimulation) correspond exactement au temps de prétraitement avec la protéine S, pour lequel 
des interférences avec les voies de signalisation du VEGFA ont été préalablement observées 
au cours de notre étude. 
 
Nous avons démontré que la protéine S humaine active le récepteur Mer humain et 
murin. 
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Figure 67 : Le récepteur Mer est essentiel pour l’activation de la protéine phosphatase 
SHP2 induite par la protéine S 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 dans les HUVECs après 
15 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml). Les HUVECs, carencées en SVF pendant 24 h, ont 
été préalablement transfectées pendant 48 h avec 50 nM de siRNA contrôle ou 50 nM ou de siRNA Mer. Un 
Western blot anti-Mer a été réalisé afin de s’assurer de la répression du récepteur tyrosine kinase Mer au moment 
de la stimulation par la protéine S. Les Western blot anti-SHP2 et anti-GAPDH ont été réalisés comme contrôle 
de la quantité de protéines déposées. 
(B) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP2 phosphorylées rapporté à la quantité de protéines SHP2 totale en condition contrôle ± SD *p<0,05 ; ns : 
non significatif (n=3 en duplicats). 
B 
A 
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7 Le récepteur Mer est essentiel pour le recrutement de la 
phosphatase SHP2 induite par la protéine S 
Nous nous sommes ensuite intéressés à l’implication du récepteur Mer lors de 
l’activation de la protéine phosphatase SHP2 induite par la protéine S. Le Western blot anti-
Mer montre que l’inhibition de l’expression de Mer a été totale après transfection avec le 
siRNA Mer (figure 67A). En présence de siRNA contrôles, la protéine phosphatase SHP2 
reste activée par la protéine S. Lorsque l’expression du récepteur Mer est inhibée, il n’y a pas 
de modification du taux d’activation basal de la protéine phosphatase SHP2. Par contre, 
l’inhibition de l’expression du récepteur Mer a supprimée l’activation de la protéine 
phosphatase SHP2 induite par la protéine S (figures 67A et B). Ces données confirment 
l’implication du récepteur Mer au cours de l’activation de la protéine phosphatase SHP2 
nécessaire à la déphosphorylation du VEGFR2 induite par la protéine S et donc à son effet 
anti-angiogénique. 
 
Ces résultats montrent que le récepteur Mer est essentiel pour le recrutement de la 
protéine phosphatase SHP2 induit par la protéine S. 
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Figure 68 : Le récepteur Mer et la protéine phosphatase SHP2 médient l’effet anti-
angiogénique de la protéine S in vitro 
A) Photographies représentatives du réseau formé par les HUVECs sur Matrigel après transfection avec 5 nM de 
siRNA contrôle (1), ou Mer (3), ou SHP2 (5) seul, ou 5 nM de siRNA contrôle (2), ou Mer (4), ou SHP2 (6) 
supplémenté avec la protéine S (ProS) à 20 µg/ml (n=3 en duplicats). Les HUVECs ont été incubées avec 25 µM 
de calcéine AM (Interchim) avant d’être fixées afin de mieux observer le réseau capillaire. Les photographies du 
réseau ont été réalisée grâce au macroscope MVX10 (Olympus), barre d’échelle : 2 mm. 
Quantification de la longueur totale (B) et du nombre total de jonctions (C) du réseau formé par les HUVECs 
grâce au logiciel Angioquant comme décrit précédemment.535 Les données sont exprimées en pourcentage 
moyen de la longueur totale, ou du nombre total de jonctions du réseau par rapport au siRNA contrôle non 
stimulé ± SD **p<0,01 ; ns : non significatif (n=3 en duplicats). 
1 3 5 
2 4 6 
2 mm 2 mm 2 mm 
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8 Le récepteur Mer et la protéine phosphatase SHP2 sont 
responsables de l’effet anti-angiogénique de la protéine S 
Après avoir testé l’implication des récepteurs TAM dans l’effet anti-prolifératif de la 
protéine S, nous avons évalué le rôle de ces récepteurs dans l’effet anti-angiogénique de la 
protéine S observé in vitro. 
La réalisation de ce test a nécessité une nouvelle validation de l’efficacité des siRNA 
dirigés contre les ARNm du récepteur Mer et de la protéine phosphatase SHP2. 
A 24 h et à 48 h les siRNA dirigés contre les ARNm du récepteur Mer ont totalement 
inhibé l’expression de sa protéine cible (annexe 1). Les siRNA dirigés contre les ARNm de 
SHP2 ont diminué leur expression de 75% alors que les siRNA contrôles n’ont eu aucun effet 
significatif (annexe 2). 
Une fois l’efficacité des siRNA validée, nous les avons utilisés lors du test in vitro de 
formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales. La figure 68A image 1 montre le 
réseau capillaire obtenu dans ces conditions après transfection avec le siRNA contrôle. En 
présence de siRNA contrôle, la protéine S inhibe de 35% de 60% respectivement la longueur 
totale du réseau (figures 68A image 2 et B) et le nombre de jonctions totales du réseau 
capillaire (figures 68A image 2 et C). Dans les conditions de base, la transfection avec les 
siRNA dirigés contre les ARNm du récepteur Mer (figure 68A image 3, B et C) ou de la 
protéine phosphatase SHP2 (figure 68A image 5, B et C) n’a pas influencé significativement 
la formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales. En présence de protéine S, la 
transfection avec les siRNA dirigés contre les ARNm du récepteur Mer (figures 68A image 4, 
B et C) ou de la protéine phosphatase SHP2 (figures 68A image 6, B et C) a permis de 
réverser l’inhibition de la formation du réseau vasculaire dépendante de la protéine S. 
 
Ces résultats montrent que le récepteur Mer et la protéine phosphatase SHP2 
sont impliqués dans l’effet anti-angiogénique exercé par la protéine S. 
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Figure 69 : La protéine S, un inhibiteur endogène de l’angiogenèse 
Schéma récapitulatif représentant les interférences entre la protéine S avec la voie de signalisation du VEGFR2 
activées par le VEGFA. 
En Vert : signalisation intracellulaire du VEGFR2 induite par le VEGFA. 
En rouge : modèle de signalisation induite par la protéine S interférant avec la signalisation du VEGFA. 
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9 Conclusion : la protéine S est un inhibiteur endogène de 
l’angiogenèse 
Le VEGFA active son récepteur VEGFR2 en induisant notamment sa phosphorylation 
sur les tyrosines 996 et 1175, activant ensuite les voies de signalisation de la PI3K/Akt et des 
MAP-Kinases Erk 1/2, associées respectivement à la migration et à la prolifération des 
cellules endothéliales, conduisant à la formation du réseau capillaire (figure 69 en vert). 
La protéine S active son récepteur tyrosine kinase Mer et recrute la protéine 
phosphatase SHP2, qui déphosphoryle à son tour le VEGFR2 sur la tyrosine 996, diminuant 
par la suite l’activation des voies de signalisation PI3K/Akt et des MAP-Kinases Erk 1/2, puis 
la migration et la prolifération consécutives des cellules endothéliales à l’origine de la 
formation du réseau capillaire (figure 69 en rouge). 
Pendant que nos travaux étaient en cours, une étude récente publiée dans Nature a 
décrit un phénomène similaire à celui que nous proposons concernant la protéine S ;525 qui 
mettrait en jeu l’homologue structural de la protéine S, la protéine Gas6 qui, via l’activation 
du récepteur tyrosine kinase Mer, inhibe la migration des cellules endothéliales induite pas les 
cellules tumorales. Le récepteur Mer soluble, issu du clivage de la partie extra-cellulaire du 
récepteur tyrosine kinase Mer à le surface des cellules tumorales, 462 se fixe sur la protéine 
Gas6, la neutralisant et supprimant ainsi à la fois sa capacité à activer le récepteur tyrosine 
kinase Mer et l’inhibition de la migration des cellules endothéliales qui en découle (figure 69 
en bleu). 
 
Nos résultats mettent en évidence pour la première fois l’existence d’un axe anti-
angiogénique formé par ProS/Mer/SHP2. 
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Figure 70 : La protéine S induit directement la prolifération des cellules endothéliales 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de protéine S (ProS) humaine à 10 µg/ml. La protéine S a été préalablement neutralisée grâce 
à l’utilisation des anticorps anti-protéine S (Dako) ou d’IgG contrôles provenant de la même espèce que 
l’anticorps anti-protéine S, 1 h avant de réaliser le traitement. Enfin un traitement avec du VEGFA à 20 ng/ml a 
été réalisé afin de servir de contrôle positif de référence. Les données sont exprimées en pourcentage moyen du 
taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
 
  
Figure 71 : La protéine S active les voies de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 et de 
la PI3K 
Western blot représentatif de la phosphorylation de Erk 1/2 Thr202 et Tyr204 (A) et de Akt Ser473 (C) dans les 
HUVECs après 0, 10, 15 ou 20 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml) ou avec le VEGFA (20 
ng/ml). Le traitement avec du VEGFA à 20 ng/ml a été réalisé afin de servir de contrôles positif de référence. 
Les Western blots anti-Erk 1/2, anti-Akt total et anti-GAPDH ont été réalisés comme contrôle de la quantité de 
protéines déposées. Les HUVECs ont été préalablement carencées en SVF pendant 24 h. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Erk 1/2 phosphorylées (B) ou de protéines Akt phosphorylées (D) rapporté à la quantité de protéines Erk 1/2 ou 
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 Chapitre 2 : Rôle direct de la protéine S sur les cellules endothéliales 
Les cellules endothéliales exprimant les récepteurs TAM et produisant la protéine S, 
nous nous sommes intéressés au rôle direct joué par la protéine S sur celles-ci. 
1 La protéine S induit la prolifération des cellules endothéliales et 
active la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 
1.1 La protéine S active la prolifération des cellules endothéliales 
Nous avons tout d’abord testé l’effet de la protéine S sur la prolifération des cellules 
endothéliales. Après 24 h de traitement avec la protéine S à 10 µg/ml, la prolifération des 
cellules endothéliales a augmenté de 50% (figure 70). Cet effet est totalement réversé en 
présence d’anticorps dirigés contre la protéine S mais pas en présence d’IgG contrôles (figure 
70). Cette stimulation de la prolifération des cellules endothéliales par la protéine S est donc 
spécifique à celle-ci. L’effet mitogène induit par la protéine S (augmentation de 50% du taux 
d’incorporation de la BrdU) est moins important que celui observé en présence d’un facteur 
de croissance connu pour induire la prolifération des cellules endothéliales, le VEGFA, pour 
lequel la prolifération des cellules endothéliales a doublé (augmentation de 85% du taux 
d’incorporation de la BrdU) (figure 70). Ces données montrent que la protéine S agit en tant 
que mitogène faible pour les cellules endothéliales. 
1.2 Voies de signalisation activées par la protéine S 
Parallèlement aux expériences de prolifération, nous avons étudié l’activation de la 
voie des MAP-Kinases Erk 1/2 par la protéine S. Nous observons ainsi que la protéine S 
induit la phosphorylation de Erk 1/2  sur les résidus Thr202 et Tyr204 (figures 71A et B) et de 
Akt sur le résidu Ser473 au cours du temps (figures 71C et D). La cinétique de phosphorylation 
de ces protéines est rapide, et présente un taux de phosphorylation maximal après 15 min de 
stimulation (augmentation de 3,5 fois pour Erk 1/2 et 7 fois pour Akt) diminuant après 20 min 
de stimulation. La cinétique et l’intensité de la phosphorylation de la voie des MAP-Kinases 
Erk 1/2 induites par la protéine S sont différentes de celles induites par le VEGFA (figures 
71A et B). Cette différence pourrait expliquer le taux de prolifération plus important 
précédemment observé en présence de VEGFA. Les figures 71C et D montrent que la 
protéine S induit la phosphorylation de Akt selon la même cinétique que le VEGFA mais de 
manière beaucoup plus intense (augmentation de 8 fois après 15 min de stimulation pour la 
protéine S et de 4 fois pour le VEGFA). 
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Figure 72 : La voie de MAP-Kinase Erk 1/2 médie l’effet prolifératif induit par la 
protéine S sur les cellules endothéliales 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de protéine S (ProS) humaine à 10 µg/ml. Les HUVECs ont été pré-traitées pendant 1 h avec 
1 µM de UO126 ou 20 µM de PD098059 ou leur solution de dilution (DMSO) avant de réaliser le traitement 
avec la protéine S. Les données sont exprimées en pourcentage moyen du taux d’incorporation de BrdU du 
contrôle ± SD ***p<0,001 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
 
 
Figure 73 : Le récepteur Mer médie l’effet prolifératif exercé par la protéine S 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de protéine S (ProS) à 10 µg/ml. Les HUVECs ont été préalablement transfectées pendant  
24 h avec l’agent transfectant (contrôle) ou 50 nM de siRNA contrôle, ou 5 nM de siRNA Tyro3, ou 5 nM de 
siRNA Axl, ou 50 nM de siRNA Mer avant la stimulation. Les données sont exprimées en pourcentage moyen 
du taux d’incorporation de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
 
 
Figure 74 : La protéine S active la voie des MAP-Kinase Erk 1/2 via le récepteur Mer 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de Erk 1/2 Thr202 et Tyr204 dans les HUVECs après 15 min 
de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml). La répression de l’expression du récepteur Mer a été suivie 
par Western blot. 
(B) Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Erk 1/2 phosphorylées rapporté à la quantité de protéines Erk 1/2 totales en condition contrôle ± SD **p<0,01 ; 
ns : non significatif (n=4 en duplicats). 
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1.3 L’activation de la voie des MAP-Kinase Erk 1/2 est essentielle à la 
prolifération des cellules endothéliales induite par la protéine S 
L’implication de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 dans la prolifération des cellules 
endothéliales induite par la protéine S est confirmée puisque son activation est totalement 
inhibée en présence d’un inhibiteur pharmacologique de cette voie, le UO126 (figure 72). De 
plus, MEK-1 semble être la seule responsable de la prolifération des cellules endothéliales 
induite par la protéine S, puisque le prétraitement avec l’inhibiteur spécifique de MEK-1, le 
PD 098059, inhibe là aussi totalement la prolifération des cellules endothéliales induite par la 
protéine S. 
 
Ces résultats mettent en évidence le rôle mitogène de la protéine S sur les cellules 
endothéliales médié par la voie de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2. 
 
2 La protéine S active la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 via le 
récepteur Mer 
Comme cela a été précédemment le cas, nous avons utilisé la méthode d’interférence 
par petits ARN afin d’identifier le ou les récepteurs TAM responsables de l’effet prolifératif 
induit par la protéine S. 
La figure 73 montre que seul le siRNA dirigé contre les ARNm du récepteur tyrosine 
kinase Mer a permis d’inhiber totalement la prolifération des cellules endothéliales induite par 
la protéine S. Ce résultat montre que le récepteur Mer est le médiateur de l’effet prolifératif 
induit par la protéine S. Cette inhibition totale de l’expression du récepteur Mer, observée 
figure 74A, conduit également à l’inhibition de 65% de l’activation de la voie des MAP-
Kinases Erk 1/2 induite par la protéine S (figures 74A et B). 
 
Nous avons ainsi démontré que le récepteur Mer médie l’effet prolifératif et 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induits par la protéine S. 
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Figure 75 : Les protéines phosphatases SHPs médient l’activation de la voie des MAP-
Kinase Erk 1/2 induite par la protéine S 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 Tyr542, et de Erk 1/2 Thr202 
et Tyr204 dans les HUVECs après 15 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml). Les Western blots 
anti-SHP2 et anti-Erk 1/2 total ont été réalisés comme contrôles de la quantité de protéines déposées. Les 
HUVECs préalablement carencées en SVF pendant 24 h ont été pré-traitées pendant 3h avec 100 µM de NSC 
87877 ou sa solution de dilution (eau distillée stérile). 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP2 (B) ou Erk 1/2 (C) phosphorylées rapporté à la quantité de protéines SHP2 ou Erk 1/2 totales en condition 




Figure 76 : La protéine phosphatase SHP2 est responsable de l’effet prolifératif exercé 
par la protéine S 
La prolifération des HUVECs a été évaluée par mesure du taux d’incorporation de BrdU après 24 h de traitement 
en présence ou non de protéine S (ProS) à 10 µg/ml. Les HUVECs ont été préalablement transfectées pendant  
24 h avec l’agent transfectant (contrôle) ou 50 nM de siRNA contrôle, ou 50 nM de siRNA SHP1, ou 50 nM de 
siRNA SHP2, avant la stimulation. Les données sont exprimées en pourcentage moyen du taux d’incorporation 
de BrdU du contrôle ± SD ***p<0,001 ; **p<0,01 ; ns : non significatif (n=3 en triplicats). 
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3 La protéine phosphatase SHP2 médie les effets cellulaires et 
moléculaires induits par la protéine S 
Les protéines phosphatases SHPs sont connues pour être recrutées par les récepteurs à 
activité tyrosine kinase et pour médier l’activation des voies de signalisation telles que la voie 
des MAP-Kinases Erk 1/2 responsable de la prolifération cellulaire. 328,330,337,374 Nous avons 
démontré que la protéine S est capable d’activer la protéine phosphatase SHP2 qui est 
impliquée dans son effet inhibiteur de la signalisation du VEGFA dans le chapitre précédent. 
Nous nous sommes alors intéressés dans ce chapitre, au rôle de ces protéines phosphatases au 
cours de la prolifération et de l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induites par la 
protéine S. 
3.1 Les protéines phosphatases SHPs sont responsables de l’activation de la voie 
de MAP-Kinases Erk 1/2 induite par la protéine S 
Dans un premier temps, nous avons étudié l’implication des deux protéines 
phosphatases SHPs par l’utilisation de l’inhibiteur non spécifique précédemment utilisé, le 
NSC 87877. Comme nous l’avons précédemment montré, la protéine S augmente la 
phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 de 50% (figures 75A et B), ce qui est 
corrélé avec une augmentation de 7 fois de la phosphorylation de Erk 1/2 (figures 75A et C). 
Cette phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 induite par la protéine S est inhibée 
lorsque les cellules sont pré-traitées avec le NSC 87877 (figures 75A et B). Cette inhibition 
est une fois encore corrélée avec l’inhibition de 50% de l’activation de la voie des MAP-
Kinases Erk 1/2 induite par la protéine S (figures 75A et C). Ces résultats mettent en évidence 
l’implication des protéines phosphatases SHP1 et/ou SHP2 au cours de l’activation de la voie 
des MAP-Kinases Erk 1/2 par la protéine S. 
3.2 La protéine phosphatase SHP2 est essentielle lors de prolifération des cellules 
endothéliales induite par la protéine S  
Pour confirmer et identifier le rôle de chacune des protéines phosphatases SHPs dans 
ces conditions, nous avons réprimé leur expression en utilisant des siRNA. La figure 76 
montre que seule la transfection avec le siRNA dirigé contre les ARNm de la protéine 
phosphatase SHP2 a inhibé la prolifération induite par la protéine S. La transfection avec le 
siRNA dirigé contre les ARNm de la protéine phosphatase SHP1 a totalement inhibé la 
prolifération des cellules endothéliales. 
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Figure 77 : La protéine phosphatase SHP2 médie l’activation de la voie des MAP-Kinase 
Erk 1/2 induite par la protéine S 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 Tyr542, et de Erk 1/2 Thr202 
et Tyr204 dans les HUVECs après 15 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml). Les Western blots 
anti-SHP2 et anti-Erk 1/2 total ont été réalisés comme contrôles de la quantité de protéines déposées. Les 
HUVECs préalablement carencées en SVF pendant 24 h ont été prétraitées pendant 1 h avec 10 µM de PTP IV 
ou sa solution de dilution (DMSO). 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP2 (B) ou Erk 1/2 (C) phosphorylées rapporté à la quantité de protéines SHP2 ou Erk 1/2 totale en condition 





      
 
Figure 78 : La protéine phosphatase SHP2 médie spécifiquement l’activation de la voie 
des MAP-Kinase Erk 1/2 induite par la protéine S 
Western blot représentatif de la phosphorylation de Erk 1/2 Thr202 et Tyr204 dans les HUVECs après 15 min de 
stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml) (A), ou avec le VEGFA (20 ng/ml) (B). La répression de 
l’expression de la protéine phosphatase SHP2 a été vérifiée par Western blot. Enfin, les Western blots anti-Erk 
1/2 total et anti-GAPDH ont été réalisés comme contrôle de la quantité de protéines déposées. Les HUVECs 
préalablement transfectées pendant 24 h avec 50 nM de siRNA contrôle ou de siRNA SHP2 ont été ensuite 
carencées en SVF pendant 24 h (n=1). 
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3.3 La protéine SHP2 médie l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 
induite par la protéine S 
Nous avons par la suite focalisé notre étude sur le rôle spécifique de la protéine 
phosphatase SHP2 par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique de l’activation de la protéine 
phosphatase SHP2, le PTP IV374,543 ou par l’utilisation de siRNA dirigés contre les ARNm de 
la protéine SHP2. 
Les figures 77A et B montrent que la protéine S augmente de 50% la phosphorylation 
de la protéine phosphatase SHP2. Cette phosphorylation est de nouveau corrélée à une 
augmentation de 5 fois du niveau de phosphorylation de Erk 1/2 induite par la protéine S 
(figures 77A et C). Le prétraitement des cellules endothéliales avec l’inhibiteur PTPT IV a 
totalement inhibé la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 (figures 77A et B) et a 
diminué de 50% la phosphorylation de Erk 1/2 (figures 77A et C) induites par la protéine S. 
Ces résultats montrent que la protéine phosphatase SHP2 est impliquée lors l’activation de la 
voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induite par la protéine S. 
Ces résultats sont confirmés par l’utilisation des siRNA. Lorsque les cellules sont 
transfectées avec un siRNA contrôle la protéine S induit toujours la phosphorylation de Erk 
1/2. La diminution de l’expression de la protéine phosphatase SHP2 est corrélée à une 
diminution du taux de phosphorylation de Erk 1/2 induit par la protéine S (figure 78A). 
Comme cela a déjà été démontré, le VEGFA est capable d’induire la phosphorylation de Erk 
1/2 et de la protéine phosphatase SHP2. Cependant, la protéine phosphatase SHP2 n’est pas 
essentielle à l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induite par le VEGFA, puisque 
la répression de son expression ne diminue pas le taux de phosphorylation de Erk 1/2 induit 
par le VEGFA (figure 78B). Les mécanismes mis en jeu lors de l’activation de la voie des 
MAP-Kinases Erk 1/2 par le VEGFA ou la protéine S sont différents. En effet, l’activation de 
le voie de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 par la protéine S nécessite le recrutement de 
la protéine phosphatase SHP2, alors que cette activation par le VEGFA ne le nécessite pas. 
 
La protéine S active la voie des MAP-Kinase Erk 1/2 via un mécanisme original 
dépendant du recrutement de la protéine phosphatase SHP2. 
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Figure 79 : L’inhibition de l’activité de la protéine c-Src supprime le recrutement de la 
protéine phosphatase SHP2 et l’activation de la voie des MAP-Kinase Erk 1/2 induits 
par la protéine S 
(A) Western blot représentatif de la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 Tyr542, et de Erk 1/2 Thr202 
et Tyr204 dans les HUVECs après 15 min de stimulation avec la protéine S (ProS à 10 µg/ml). Les Western blots 
anti-SHP2 et anti-Erk 1/2 total ont été réalisés comme contrôles de la quantité de protéines déposées. Les 
HUVECs préalablement carencées en SVF pendant 24 h avant ont été prétraitées pendant 1 h avec 10 µM de 
PP2 ou sa solution de dilution (DMSO). 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP2 (B) ou Erk 1/2 (C) phosphorylées rapporté à la quantité de protéines SHP2 ou Erk 1/2 totales en condition 
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4 La protéine c-Src médie la signalisation induite par la protéine S 
Les interactions entre la protéine kinase c-Src et la protéine phosphatase SHP2 sont 
multiples. De nombreuses études ont démontré que la protéine kinase c-Src constitue une 
cible intracellulaire pour la protéine phosphatase SHP2.328,330,544,545 En effet, la protéine 
phosphatase SHP2 participe à l’activation de la protéine kinase c-Src en déphosphorylant le 
résidu Tyr529 responsable de son inactivation. Ce phénomène est à l’origine de l’activation de 
la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induite par la protéine phosphatase SHP2 en réponse à la 
stimulation par l’EGF.365 Zhiping Li et coll., montrent que la protéine kinase c-Src est 
responsable de l’activation de la protéine phosphatase SHP2, puis de l’activation de la voie 
des MAP-Kinases Erk 1/2 en réponse à une stimulation par l’EGF.546 
Nous nous sommes intéressés à l’implication de la protéine kinase c-Src au cours de 
l’activation de la protéine phosphatase SHP2 et de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induites 
par la protéine S. Pour cela nous avons utilisé un inhibiteur de l’activité des protéines kinases 
de la famille Src ,le PP2 à 10 µM.546-549 Le prétraitement avec le PP2 a totalement aboli aussi 
bien la phosphorylation de la protéine phosphatase SHP2 induite pas la protéine S que celle 
induite de manière endogène (figures 79A et B). Cette inhibition est corrélée avec la 
diminution de 50% de la phosphorylation de Erk 1/2 induite par la protéine S (figures 79A et 
C). Ces observations mettent en évidence le rôle de la protéine kinase c-Src lors du 
recrutement de la protéine phosphatase SHP2 puis de l’activation de la voie des MAP-Kinases 
Erk 1/2 induits par la protéine S. 
 
La protéine kinase c-Src médie le recrutement de la protéine phosphatase SHP2 et 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induits par la protéine S. 
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Figure 80 : La protéine S, un agent mitogène pour les cellules endothéliales 
Schéma récapitulatif représentant la voie de signalisation activée in vitro lors de la prolifération des cellules 
endothéliales induite par la protéine S (ProS). 
Cellule endothéliale 
prolifération 
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5 Conclusion : la protéine S est un agent mitogène pour les cellules 
endothéliales 
Nos résultats montrent que la protéine S, active son récepteur tyrosine kinase Mer. 
Cette activation permet par la suite le recrutement et la phosphorylation de la protéine kinase 
c-Src sur son site d’activation (Tyr416), elle-même à l’origine de l’activation de la protéine 
phosphatase SHP2. La protéine phosphatase SHP2 induit la phosphorylation et donc 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 par un mécanisme restant à déterminer. Cette 
activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 est finalement responsable de la prolifération 
des cellules endothéliales induite par la protéine S (figure 80). 
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Dans un premier chapitre, nous avons montré que la protéine S inhibe la 
vascularisation des bouchons de Matrigel in vivo ainsi que des évènements cellulaires associés 
à l’angiogenèse induits par le VEGFA in vitro tels que la formation de structures capillaires, 
la migration et la prolifération des cellules endothéliales (figures 47, 48, 49, 51 et 53). Nous 
démontrons que cette action inhibitrice est due au blocage par la protéine S de voies 
signalisation activées par le VEGFA telles que la phosphorylation du VEGFR2, de Akt et des 
MAP-Kinases Erk 1/2. La protéine S inhibe la signalisation intracellulaire induite par le 
VEGFA grâce au recrutement de la protéine phosphatase SHP2 consécutif à l’activation du 
récepteur à activité tyrosine kinase Mer par la protéine S (figures 52, 54 et 55 à 66). 
Il n’est pas à exclure qu’en partie au moins, l’inhibition de l’angiogenèse in vivo chez 
la souris, induite par la protéine S puisse être due à son rôle anticoagulant. En effet, la 
protéine S est bien connue pour son rôle anticoagulant en tant que cofacteur de la protéine C 
activée,387 mais aussi de manière directe.393-396,399 L’observation de défauts de vascularisation 
consécutifs à la régression des vaisseaux sanguins due à leur occlusion par des thromboses 
chez les souris PROS -/- suggère que la protéine S est nécessaire au développement du système 
vasculaire.404 De plus, la protéine S circule dans le plasma humain majoritairement sous 
forme liée à la protéine C4b-BP.379,381,383-386 Cependant, ce complexe n’existe pas chez la 
souris étant donné que chez la souris, le gène codant pour la chaîne β de la protéine C4b-BP 
est un pseudogène ; la protéine S circule donc perpétuellement sous forme libre.388 Dans notre 
modèle in vivo de bouchon de Matrigel, la protéine S est présente de manière locale dans 
l’implant et non de manière circulante, limitant de ce fait son activité anticoagulante et 
argumentant de ce fait pour une action directe sur les cellules composant les vaisseaux 
sanguins telles que les cellules endothéliales exprimant les récepteurs à activité tyrosine 
kinase TAM. En outre, l’inhibition de l’expression du récepteur Mer par siRNA supprime 
l’effet inhibiteur dans le test de morphogenèse, corroborant le rôle inhibiteur de la protéine S 
médié par le récepteur Mer indépendamment de son rôle anticoagulant. 
L’implication des protéines Vitamine K-dépendantes au cours de l’angiogenèse a été 
suggérée en 2005 par Wang et coll.550 Cette équipe a démontré que la surexpression de la 
Vitamine K Epoxide Réductase (VKOR) permettant le recyclage de la vitamine K lors de la 
réaction de la γ-carboxylation augmente la prolifération, la migration, l’adhérence ainsi que la 
formation du réseau capillaire par les HUVECs. En accord avec ces observations, l’inhibition 
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de l’expression de la VKOR inhibe la prolifération, la migration, l’adhérence ainsi que la 
formation du réseau capillaire par les HUVECs. Ces résultats suggèrent que la vitamine K et 
de fait, les facteurs dépendants de la vitamine K tels que la protéine S jouent un rôle important 
lors de l’angiogenèse.550 Cependant, nos résultats, portant sur la protéine S ainsi que celle 
menée par Gallicchio et coll. portant sur la protéine Gas6 démontrent que, au contraire, ces 
protéines ont un rôle anti-angiogénique. Outre la protéine Gas6 et la protéine S, il existe 
d’autres protéines vitamine K-dépendantes, comme cela a été décrit dans le chapitre 
d’introduction (tableaux 3 et 4) pouvant expliquer l’effet angiogénique induit par la VKOR. Il 
a été montré que, parmi les membres de la famille des protéines vitamine K-dépendantes, la 
thrombine (Facteur II)551-557, le Facteur X558 et la protéine C559 jouent un rôle pro-
angiogénique via les récepteurs activés par les protéases 1 et/ou 2 (PAR, Proteinase Activated 
Receptor). Ces observations posent pleinement la question de la complexité du ou des rôle(s) 
de la vitamine K dans l’angiogenèse. 
Les cellules endothéliales tapissent les vaisseaux sanguins et sont en contact 
permanent avec le sang et donc avec la protéine S circulante. Nous avons démontré au 
laboratoire que la protéine S inhibe directement la formation de réseaux capillaires in vitro par 
les cellules endothéliales (figure 49). Nous avons ensuite montré que cet effet est médié par le 
récepteur Mer et la protéine phosphatase SHP2 (figure 68). Nous avons utilisé l’endostatine, 
un inhibiteur connu de l’angiogenèse, comme contrôle positif au cours de nos expériences. 
Nous avons ainsi observé, comme cela avait été précédemment décrit,235,241 que l’endostatine 
à la concentration de 10 µg/ml inhibe l’angiogenèse in vitro (figure 49). L’activité inhibitrice 
de la formation du réseau de cellules endothéliales exercée par la protéine S est similaire à 
celle exercée par l’endostatine, suggérant que le potentiel anti-angiogénique de la protéine S 
est important. 
Comme nous l’avons précédemment abordé dans le chapitre d’introduction, la 
formation du réseau capillaire résulte de la succession de plusieurs évènements cellulaires tels 
que la dilatation et la perméabilité vasculaire, la dégradation de la matrice extracellulaire puis 
la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Ces évènements cellulaires sont 
finement régulés par les facteurs pro-angiogéniques dont le VEGFA est le principal acteur. 
Nous avons démontré que la protéine S inhibe la prolifération et la migration des cellules 
endothéliales induites par le VEGFA. Le rôle joué par la protéine S lors de la phase précoce 
de dilatation et perméabilité vasculaire puis dans la phase suivante de dégradation de la 
matrice extracellulaire n’a pas été exploré dans cette étude mais constitue des perspectives 
sérieuses pour la suite de notre travail. Cependant, l’altération de la perméabilité des 
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vaisseaux sanguins chez les souris hétérozygotes pour le gène PROS1 ainsi que chez les 
souris dont l’expression du gène PROS1 a été spécifiquement supprimé dans les cellules 
musculaires lisses vasculaires a été démontré in vivo suggérant que la protéine S, outre 
l’inhibition de la prolifération et de la migration induite par le VEGFA, régule aussi la 
perméabilité vasculaire.404 Des problèmes d’hémorragies cérébrales ont également été 
observés chez les souris dont le gène codant pour chacun des récepteurs TAM a été 
supprimé.476,477 Ensemble, ces observations suggèrent que la protéine S et ses récepteurs 
TAM jouent un rôle important dans la perméabilité vasculaire. 
Nous avons observé que la protéine S inhibe la migration des cellules endothéliales 
dépendante du VEGFA en interférant avec la voie de signalisation de la PI3K/Akt. En outre, 
la migration est un processus étroitement dépendant des interactions entre les cellules 
endothéliales et les protéines de la matrice extracellulaire assurées par des protéines 
d’adhérence comme les intégrines et la dégradation de la matrice extracellulaire assurée par 
les protéases telles que les MMPs.18,22,23 Il semble donc possible que la protéine S régule 
l’expression de certaines intégrines et l’activité des MMPs afin de limiter les capacités 
invasives des cellules endothéliales. Ces deux aspects n’ont pas été étudiés à l’heure actuelle 
et n’ont pas été abordé dans le cadre de ma thèse. Il serait intéressant d’étudier le rôle joué par 
la protéine S sur l’invasion des cellules endothéliales à travers la lame basale par l’utilisation 
du modèle de la chambre de Boyden. Par la suite, il serait intéressant d’étudier le rôle joué par 
la protéine S sur l’activité gélatinase des MMP-2 et MMP-9 connues pour leur implication 
lors de la dégradation de la matrice extracellulaire par les cellules endothéliales.4 Des études 
ont également montré que les intégrines telles que les intégrines αvβ3 et αvβ5, jouent un rôle 
prépondérant lors de l’angiogenèse, notamment en s’associant puis en médiant l’activation et 
la signalisation du VEGFR2.560,561 De plus, des études ont démontré que l’intégrine αvβ5 et le 
récepteur Mer peuvent induire l’activation de voies de signalisation bidirectionnelles entre 
eux, grâce à l’activation des kinases FAK et des protéines de la famille Src.562-564 La 
régulation de l’expression des intégrines par la protéine S et le récepteur Mer constitue une 
nouvelle voie de recherche à explorer. 
Nous avons également démontré que la protéine S inhibe spécifiquement la 
prolifération des cellules endothéliales induite par le VEGFA en interférant avec la voie de 
signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2. De manière intéressante nous avons observé une 
diminution partielle de la prolifération induite par le VEGFA (diminution de 50%) corrélée à 
une diminution similaire de l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 activée par le 
VEGFA en présence de protéine S (figure 52). Ces observations nous ont permis d’émettre les 
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hypothèses suivantes : soit la protéine S n’a pas une activité inhibitrice suffisamment 
importante pour réverser entièrement l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induite 
par le VEGFA, soit la protéine S induit elle-même un niveau d’activation faible de la voie des 
MAP-Kinases Erk 1/2. Nous avons finalement observé que la stimulation des cellules 
endothéliales, en absence de facteur de croissance, induit la phosphorylation des MAP-
Kinases Erk 1/2, suggérant ainsi que la protéine S induit elle même un faible taux d’activation 
de cette voie de signalisation (figures 71A et B). 
Nous nous sommes ensuite intéressés au mode d’action exercé par la protéine S. Dans 
ce contexte, deux hypothèses se sont présentées : 
• Soit la protéine S agit comme un antagoniste compétitif pour la fixation du VEGFA 
sur son récepteur VEGFR2 comme cela est le cas pour le bevacizumab (Avastin®), le peptide 
synthétique (ATWLPPR),565,566 ou encore pour l’endostatine.235 L’endostatine et la protéine S 
partageraient ainsi non seulement la même efficacité mais aussi le même mécanisme d’action. 
• Soit la protéine S diminue le taux d’activation du VEGFR2 induit par le VEGFA en 
recrutant une protéine phosphatase, comme cela est le cas pour le recrutement de la protéine 
phosphatase SHP1 recrutée par l’inhibiteur des MMPs TIMP2,286,289 ou la protéine 
phosphatase SHP2 recrutée par la protéine Gas6 (homologue structural de la protéine S).322 
Au cours de nos expériences, nous avons observé que la protéine S diminue la 
phosphorylation du site Tyr996 VEGFR2 mais pas du site du site Tyr1175. Nous en avons déduit 
qu’il ne pouvait pas s’agir d’une inhibition de la fixation du VEGFA sur son récepteur. En 
effet, si tel avait été le cas, la phosphorylation des deux sites de phosphorylation aurait été 
inhibée. 
Nous avons ensuite utilisé un inhibiteur des protéines phosphatases SHP1 et SHP2 et 
confirmé l’implication de celles-ci lors de la déphosphorylation du site Tyr996 du VEGFR2 
induite par la protéine S (figure 55). En outre, le site de phosphorylation Tyr1175, dont la 
phosphorylation n’est pas affectée par la protéine S, est sensible à la déphosphorylation par la 
protéine phosphatase SHP1319,567 mais pas par la protéine phosphatase SHP2.321 Ces résultats 
ont été confirmés grâce à la méthode d’interférence par petits ARN (figure 60). De plus, nous 
avons démontré que la protéine S, tout comme la protéine Gas6,322 active la protéine 
phosphatase SHP2 par phosphorylation de son résidu Tyr542 (figure 61). Ces résultats 
démontrent que la protéine phosphatase médie l’effet anti-angiogénique exercé par la protéine 
S. Plus indirectement, la déphosphorylation du VEGFR2 par la protéine phosphatase SHP2 a 
déjà été mise en évidence suite au traitement des cellules endothéliales avec la protéine 
Gas6,322 la dopamine,321 ainsi que par la présence de collagène de type I.320 
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Tableau 12 : Expression des récepteurs TAM et leur implication dans les effets 
cellulaires induits par la protéine S 
 
(+) : fortement exprimé 
(-) : faiblement exprimé 
(nd) : non détecté 
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Nous avons aussi observé que, lorsque l’expression de la protéine phosphatase est 
inhibée dans les cellules endothéliales, celles-ci ont tendance à former un réseau capillaire 
plus dense (figure 68). Ces observations sont en accord avec les études suggérant que la 
protéine phosphatase SHP2 est une protéine de signalisation anti-angiogénique.320-322,363 
Lors de nos expériences, nous avons constaté que la répression de l’expression du 
gène codant pour la protéine phosphatase SHP1 inhibe totalement la prolifération des cellules 
endothéliales (figure 60). Ce résultat est similaire à celui décrit dans une autre étude menée 
sur des cellules du cancer de la prostate,569 qui a démontré que l’inhibition de l’expression du 
gène codant pour la protéine phosphatase SHP1 augmente la stabilité, l’expression et la 
localisation nucléaire de la protéine inhibitrice de la transition entre la phase G1 et la phase S 
du cycle cellulaire, la protéine p27. La voie de signalisation de la PI3K pourrait être impliquée 
dans cette activité étant donné que la protéine phosphatase SHP1 régule l’activité de la PI3K 
ainsi que celle de sa sous-unité p110. Nous suggérons ainsi que la protéine phosphatase SHP1 
est nécessaire pour le bon fonctionnement d'événements qui régissent la progression du cycle 
cellulaire. 
Par la suite, nous avons démontré que les HUVECs expriment les trois récepteurs 
TAM de la protéine S (figure 62), conformément à ce qui avait été décrit dans une étude 
précédente,528 et que le récepteur responsable des effets anti-angiogéniques de la protéine S 
est le récepteur Mer (figure 64). Néanmoins les effets cellulaires induits par la protéine S 
diffèrent fortement selon le récepteur TAM impliqué. L’activation du récepteur Tyro3 par la 
protéine S protège les cellules endothéliales de la barrière hématoencéphalique442 ainsi que les 
neurones437 de l’apoptose ; l’activation du récepteur Mer par la protéine S permet la 
phagocytose des cellules apoptotiques par les macrophages438,439 et inhibe l’angiogenèse 
induite par le VEGFA.568 De plus, la protéine S a une affinité différente pour les récepteurs 
TAM et est considérée comme un ligand de faible affinité pour ceux-ci.424,443 Dans ce 
contexte, il semble que le rôle joué par la protéine S via ses récepteurs TAM est fortement 
corrélé à son affinité pour les récepteurs TAM ainsi qu’à leur profil d’expression spatio-
temporel (tableau 12). Ainsi, nous suggérons qu’en absence du récepteur Tyro3, pour lequel 
la protéine S a la plus forte affinité, la protéine S se lie et active préférentiellement le 
récepteur Mer afin d’induire ses effets cellulaires. 
Nous démontrons que la protéine S humaine est capable d’activer le récepteur Mer 
humain dans les cellules endothéliales (figures 66A et B), comme cela a été démontré par 
d’autres équipes dans les macrophages, 438,439 ainsi que le récepteur Mer murin (figure 66C et 
D). 
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Nous avons également pu observer que l’inhibition de l’expression du récepteur Mer 
semble diminuer la formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales (figure 68). 
Ces résultats suggèrent que le récepteur Mer pourrait participer à la formation du réseau 
capillaire par les cellules endothéliales comme cela a déjà été démontré pour le récepteur 
Axl.491,498 Actuellement, aucune étude n’a démontré l’activation du récepteur Axl par la 
protéine S. 
Alors que nous menions nos expériences afin de déterminer le récepteur impliqué dans 
les effets anti-angiogéniques de la protéine S, une autre étude a démontré que l’activation du 
récepteur Mer par Gas6 inhibe la migration des cellules endothéliales induite par les cellules 
tumorales.525 Ces résultats corroborent nos observations concernant l’activation du récepteur 
Mer par ses ligands et son rôle anti-angiogénique. Cette même étude a également démontré 
que l’expression du miR-126 pro-angiogénique induit la production et la sécrétion de la forme 
soluble du récepteur Mer qui est capable de neutraliser la protéine Gas6 empêchant ainsi sa 
liaison au récepteur Mer et son activation, nécessaires à l’inhibition de la migration des 
cellules endothéliales.525 Nous suggérons qu’un système analogue de neutralisation de la 
protéine S par le récepteur Mer soluble, qui serait sécrété par les cellules tumorales, puisse 
exister permettant la neutralisation de la protéine S, empêchant de ce fait sa capacité endogène 
à inhiber l’angiogenèse. Il serait intéressant de déterminer si la forme soluble du récepteur 
Mer est capable de se lier à la protéine S et d’inhiber son effet anti-angiogénique. Par la suite, 
il serait intéressant d’explorer l’implication des miRNA pro- ou anti-angiogéniques (tableau 
1), et notamment du miRNA-126, qui réprime l’expression du gène codant pour le récepteur 
Mer favorisant ainsi la production de sa forme soluble, dans le rôle anti-angiogénique exercé 
par la protéine S. 
Au cours de cette étude, nous avons également pu observer que la protéine S n’inhibe 
pas seulement les évènements cellulaires dépendants du VEFGA, mais aussi ceux induits par 
synergie entre le VEGFA et le FGF2 in vivo et in vitro (figures 47, 51C et 65). Nous 
suggérons que la protéine S pourrait également inhiber l’activation des voies de signalisation 
et les évènements cellulaires induits par le FGF2. Nous n’avons pas étudié dans le cadre de 
ma thèse le rôle joué par la protéine S sur la signalisation induite par le FGF2, mais cela 
pourrait être une perspective potentielle de ce travail. 
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Dans un deuxième chapitre, nous avons montré que la protéine S induit directement la 
prolifération des cellules endothéliales (figure 70). Cet effet passe par l’activation de la voie 
de signalisation du récepteur Mer, le recrutement de la protéine kinase Src, l’activation de la 
protéine phosphatase SHP2 et finalement l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 
(figure 71 à 79). Cette stimulation de la proilfération des cellules endothéliales induite par la 
protéine S est supprimée en présence des inhibiteurs de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 
(UO126 et PD098059) (figure 72). D’après nos observations, la MAP-Kinase MEK 1 serait 
plus particulièrement impliquée dans l’effet prolifératif induit par la protéine S (figure 72). Un 
phénomène similaire a été décrit dans la littérature à propos de la prolifération des cellules 
endothéliales induite par le FGF2.570 
Nous montrons aussi dans cette étude que la protéine S est capable d’induire la 
prolifération des cellules endothéliales et l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 en 
absence de facteurs de croissance (figures 70 et 71). C’est la première fois que la protéine S 
est présentée comme un facteur mitogène pour les cellules endothéliales. Cependant, il a déjà 
été démontré que la protéine S d’origine murine induit la prolifération des cellules 
musculaires lisses vasculaires humaines et murines427 et que de la protéine S humaine induit 
la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires humaines.526 
De manière intéressante, nous constatons que le taux de prolifération induit par la 
protéine S coïncide exactement avec le taux de prolifération résiduel observé lors des 
expériences de prolifération des cellules endothéliales co-traitées avec le VEGFA (figures 51 
et 70). Nous suggérons que la protéine S pourrait avoir une double fonction sur les cellules 
endothéliales :  
• Limiter la prolifération exacerbée induite par les facteurs pro-angiogéniques comme le 
VEGFA. 
• Maintenir un taux de prolifération basale afin de permettre le renouvellement des 
cellules endothéliales des vaisseaux sanguins et plus largement de permettre le maintien de 
l’homéostasie vasculaire en agissant également sur les cellules musculaires lisses vasculaires, 
pour initier par exemple la réparation vasculaire suite à une lésion. La protéine S agirait ainsi 
comme un régulateur endogène du système vasculaire régulant finement sa croissance et son 
fonctionnement. Cette hypothèse est renforcée par l’observation d’anomalies vasculaires chez 
les individus ProS -/-.404 
Grâce à l’utilisation de la technique d’interférence par petits ARN nous avons 
démontré que le récepteur Mer est responsable de la prolifération (figure 73) ainsi que de 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induits par la protéine S (figure 74). Nous 
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observons que la phosphorylation de Erk 1/2 par la protéine S n’est pas totalement inhibée 
lorsque l’expression du récepteur Mer est inhibée (figure 74). Ceci pourrait être expliqué par 
l’activation du récepteur Tyro3 présent à la surface des cellules endothéliales. En effet, une 
étude a démontré que l’activation du récepteur Tyro3 par la protéine Gas6 induit l’activation 
de la voie de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 dans les ostéoclastes, aboutissant à la 
résorption osseuse.481 
Nous avons également observé une activation forte de la voie de signalisation de la 
PI3K par le traitement des cellules endothéliales avec la protéine S comparativement à 
l’activation de la voie de la PI3K induite par le VEGFA (figures 71C et D). Ce résultat a 
également été observé par d’autres équipes dans les neurones436,437 et dans les cellules 
endothéliales de la barrière hémato-encéphalique440 suite à l’activation du récepteur Tyro3. 
L’activation de la voie de signalisation de la PI3K par la protéine S dans les neurones a eu 
pour effet d’augmenter leur résistance à l’apoptose.437 D’après nos résultats, il serait 
intéressant d’étudier le rôle de la protéine S et de la voie de la PI3K lors de la résistance des 
cellules endothéliales à l’apoptose. Nous n’avons pas étudié l’implication du récepteur Mer 
lors de l’activation de la voie de signalisation de la PI3K par la protéine S dans les cellules 
endothéliales. Cependant, l’activation de la voie de signalisation de la PI3K par le récepteur et 
son implication lors de la prolifération cellulaire a déjà été démontrée dans les cellules 
fibroblastiques de souris NIH3T3.456 
L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques et de siRNA nous a permis de démontrer 
que la protéine phosphatase SHP2 est impliquée lors de la prolifération et de l’activation de la 
voie des MAP-Kinases Erk 1/2 induite par la protéine S dans les cellules endothéliales 
(figures 75 à 78). L’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 par la protéine 
phosphatase SHP2 a également été démontrée dans les cellules musculaires lisses aortiques de 
rat après stimulation avec le PDGF-BB.571 Le mécanisme que nous présentons est original 
puisque nous démontrons que la protéine S requiert l’expression de la protéine phosphatase 
SHP2 afin d’activer la voie de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 contrairement au 
VEGFA (figure 78). Plusieurs mécanismes d’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2 
via la protéine phosphatase SHP2 ont été mis en évidence : 
• Soit la protéine phosphatase SHP2 déphosphoryle directement les protéines 
inhibitrices de Ras (RasGap364 et Sprouty323,328,330). 
• Soit la protéine phosphatase SHP2 active directement la protéine kinase Src en 
déphosphorylant son résidu tyrosine inhibiteur Tyr529. 330 
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• Soit la protéine phosphatase SHP2 active indirectement la protéine kinase Src en 
déphosphorylant la protéine Csk, levant de ce fait l’inhibition de Src induite par Csk. 328,330,365 
Nous avons mis en évidence l’implication de la protéine Src lors de la phosphorylation 
de Erk 1/2 induite par la protéine S en utilisant un inhibiteur pharmacologique de son activité. 
Nous montrons que le prétraitement avec cet inhibiteur a totalement supprimé la 
phosphorylation endogène de la protéine phosphatase SHP2 et celle induite par la protéine S 
(figure 79). Ce rôle de la protéine kinase Src lors de l’activation de la voie des MAP-Kinases 
Erk 1/2 est en accord avec les résultats d’une autre équipe concernant la stimulation de 
cellules cancéreuses mammaires avec l’Epidermal Growth Factor (EGF)546. De ce fait, nous 
suggérons que la protéine Src est recrutée en amont de l’activation de la protéine phosphatase 
SHP2 induite par la protéine S. Afin de tester cette hypothèse, il serait intéressant d’étudier 
l’état de phosphorylation du résidu tyrosine inhibiteur (Tyr529) de la protéine kinase Src suite 
à la stimulation des cellules endothéliales par la protéine S. Il a été en effet démontré que la 
protéine phosphatase SHP2 est capable d’activer la protéine Src directement par 
déphosphorylation de ce résidu tyrosine.330 
A l’heure actuelle, l’implication du couple Protéine S/Mer a surtout été démontrée lors 
de la régulation de la phagocytose par les macrophages431,438,439 et par les cellules de 
l'épithélium pigmentaire de la rétine.446,447 La protéine S est capable de se lier par 
l’intermédiaire de son domaine γ-carboxylé aux phospholipides chargés négativement tels que 
les phosphatidylsérines oxydées exposées à la surface des cellules apoptotiques.432 Cette 
liaison aux cellules apoptotiques appelée signal « mangez-moi » (« eat me signal ») permet à 
la protéine S de se lier par son domaine SHBG au récepteur Mer présent à la surface des 
phagocytes et de l’activer, entrainant ainsi la phagocytose des cellules apoptotiques.410,447 
Ainsi, la protéine S agit en tant qu’opsonine avec les récepteurs TAM comme cela a été 
montré pour la protéine MFG-E8 (milk fat globule EGF factor 8) dont les récepteurs sont les 
intégrines αvβ3/αvβ5.572 L’activation du récepteur Mer par la protéine S active de multiples 
voies de signalisation telles que la phospholipase Cγ,507 la voie des kinases d’adhérences 
focales (Focal-Adhesion Kinase, FAK),573 l’intégrine αvβ5573,574 et la cascade de signalisation 
Rho-GTPase Rac1 associée au cytosquelette qui régule la polymérisation des filaments 
d’actine permettant un changement de la morphologie du macrophage ainsi que 
l’internalisation de la cellule apoptotique.507,564 L’activation du récepteur Mer par Gas6 
conduit au recrutement de la PI3K et de la phospholipase Cγ, et à la phosphorylation de Vav1, 
activant de ce fait la cascade de signalisation Rho-GTPase Rac1 et favorisant ainsi la 
phagocytose de cellules apoptotiques.507 La capacité des cellules endothéliales à phagocyter 
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des cellules en apotose a été mise en évidence in vitro.575,576 D’après toutes ces données, nous 
suggérons que la protéine S pourrait également jouer un rôle lors du développement et lors de 
l’homéostasie du système vasculaire en régulant la phagocytose des cellules vasculaires 
apoptotiques par les macrophages et les cellules endothéliales. Il a été démontré que 
l’activation du récepteur Mer par la protéine S nécessitait l’auto-oxydation des résidus 
cystéines de la protéine S induisant par la suite son oligomérisation.438 Les 
phosphatidylsérines présentes à la surface des cellules apoptotiques servent de support pour 
l’oligomérisation de la protéine S. Cette oligomérisation serait nécessaire pour l’activation du 
récepteur Mer et l’induction de la phagocytose par les phagocytes professionnels ou non 
professionnels. Nous n’avons pas étudié, dans notre système, si l’oligomérisation de la 
protéine S a lieu. Il est raisonnable d’émettre l’hypothèse que, aussi bien in vivo que in vitro, 
les cellules endothéliales apoptotiques dans les cultures cellulaires ou au sein des vaisseaux 
sanguins servent de support pour l’oligomérisation de la protéine S afin d’activer par la suite 
le récepteur Mer. 
Si l’implication du couple protéine S/Mer a été largement étudiée au cours de la 
phagocytose, d’autres ligands du récepteur Mer présentent ces mêmes propriétés. Il a été 
démontré depuis longtemps que la protéine Gas6 permet la phagocytose des cellules 
apoptotiques par les cellules de sertoli,513 les macrophages462,577 et les cellules de l'épithélium 
pigmentaire de la rétine.446,447,578,579 Récemment trois nouveaux ligands potentiels du 
récepteur Mer ont été découverts : il s’agit des protéines Tubby, Tubby-like protein 1 
(Tulp1)580 et Galectin-3.581 Ces trois ligands induisent la phagocytose de cellules apoptotiques 
et de débris cellulaires par les macrophages et les cellules de l'épithélium pigmentaire de la 
rétine.580,581 La protéine Tubby régule également la phagocytose des cellules apoptotiques par 
la microglie via l’activation du récepteur Mer, suggérant que le récepteur Mer joue un rôle 
important dans le maintien de l’homéostasie du système nerveux central.582 Enfin, à la 
différence de la protéine Tubby qui n’est capable de se lier qu’au récepteur Mer, il a été 
montré que la protéine Tulp1 peut se lier aux trois récepteurs TAM.580 Cette intéressante 
découverte suggère que la protéine Tulp1 pourrait réguler d’autres fonctions cellulaires, 
notamment le développement du système vasculaire, en activant les récepteurs TAM. 
L’activation des récepteurs Tyro3 et Axl par la protéine Tulp1 ainsi que les effets de Tubby, 
Tulp1 et Galectin-3 dans l’angiogenèse n’ont pas été étudiés à l’heure actuelle, mais seraient 
des voies intéressantes à explorer dans notre système. 
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Nous démontrons dans ce travail que la protéine S joue deux rôles apparemment 
contradictoires sur les cellules endothéliales selon le contexte, c’est à dire, en présence ou non 
de facteurs de croissance. Cette situation complexe peut être mise en parallèle avec celui 
exercé par le TGF-β. En effet, si de nombreuses études ont démontré que la délétion du gène 
codant pour le TGF-β induit la mort des embryons de souris in utero consécutive à des défauts 
de vascularisation,189,193-195 comme cela est également observé dans le cas de la protéine S, la 
situation est plus complexe in vitro. Il semble que l’activité pro- ou anti-angiogénique jouée 
par le TGF-β dépende fortement du type de récepteur auquel il se lie. La liaison du TGF-β à 
son récepteur ALK1 induit le recrutement de Smad1/5 stimulant la prolifération, la migration 
et la formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales.192,196,197 A contrario, la 
liaison à son récepteur ALK5 induit le recrutement de Smad2/3 inhibant la prolifération, la 
migration et la formation du réseau capillaire par les cellules endothéliales.190,196,203 
L’endostatine peut elle aussi avoir un rôle différent selon son organisation tridimensionnelle. 
La forme monomérique de l’endostatine a un rôle anti-angiogénique59 alors que sa forme 
trimérique a un rôle pro-angiogénique.246,247 Des études suggèrent également que selon le type 
de protéases impliquées dans la production de la TSP1 à partir de la matrice extracellulaire, 
celle-ci aurait une activité pro- ou anti-angiogénique.249,259 Un grand nombre de facteurs anti-
angiogéniques endogènes présente ainsi une double action dépendant du micro-
environnement cellulaire. 
A ce titre, le microenvironnement tumoral ainsi que les autres types cellulaires 
composant les vaisseaux sanguins jouent un rôle essentiel lors de l’angiogenèse. Ainsi, la 
délétion conditionnelle du gène PROS1 in vivo chez la souris dans les cellules musculaires 
lisses vasculaires, connues pour sécréter la protéine S,409 induit des défauts de vascularisation, 
suggérant que la protéine S régule l’activité des cellules musculaire lisses vasculaires.404 
L’activation de la prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires par la protéine S a 
été démontrée sans que le récepteur impliqué n’ai été identifié.427,428,526 La protéine S régule 
donc l’activité d’autres cellules composant les vaisseaux sanguins. Bien que l’expression des 
récepteurs TAM dans les péricytes soit avérée,583 aucune étude n’a pour le moment étudié le 
rôle joué par la protéine S sur ce type cellulaire. Cet aspect est une perspective intéressante 
pour notre travail étant donné le rôle important que jouent les péricytes dans le système 
vasculaire. 
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La protéine S se distingue de son homologue structural Gas6 par la présence d’un site 
de clivage par les sérines protéases dans sa séquence.405,410 La protéine S représente un 
véritable puzzle dont il serait intéressant de déterminer si tout ou partie aurait un rôle anti-
angiogénique. Il serait également intéressant de générer et d’étudier dans notre système de 
bouchons de Matrigel, le rôle de chacun des fragments de protéine S générés suite au clivage 
par la thrombine comme cela a été décrit dans une étude précédente.584 La protéine S se liant à 
ses récepteurs TAM par l’intermédiaire de son domaine SHBG,408,410 nous suggérons que, s’il 
subsiste un effet anti-angiogénique, il ne pourrait être supporté que par cette partie de la 
protéine. 
Il serait intéressant d’étudier le rôle physiologique joué par la protéine S lors du 
développement embryonnaire. En effet, il a été démontré que les individus PROS -/- meurent 
in utero à E 17.5.404 Cela suggère que le rôle joué par la protéine S avant ce stade de 
développement embryonnaire n’est pas primordial. Il pourrait exister une expression 
spatiotemporelle des la protéine S et peut-être, également, de ses récepteurs TAM au cours du 
développement embryonnaire. 
Nous émettons l’hypothèse qu’il existerait un système paracrine entre les cellules 
vasculaires produisant la protéine S (cellules endothéliales et cellules musculaires lisses 
vasculaires)404,407,409 et les péricytes exprimant les récepteurs de la protéine S. Ce système 
permettrait de réguler finement l’activité des péricytes et donc la maturation, le maintien et le 
fonctionnement des vaisseaux sanguins. 
Le système protéine S/Mer pourrait jouer un rôle important au cours de l’angiogenèse 
tumorale. Des études ont démontré que les cellules de cancer colorectal434 et de carcinome 
pulmonaire433 humain sécrètent de la protéine S. En nous basant sur le modèle de sécrétion du 
récepteur soluble Mer par les cellules tumorales démontré par Png et coll.,525 nous émettons 
les hypothèses suivantes qu’il serait intéressant d’explorer :  
• Les cellules tumorales sécréteraient de la protéine S lorsque les facteurs pro-
angiogéniques sont peu présents afin d’induire la vascularisation de la tumeur en agissant de 
manière paracrine pour activer les cellules endothéliales voisines. 
• La sécrétion de protéine S par les cellules tumorales permettrait de normaliser la 
vascularisation anarchique de la tumeur en limitant l’angiogenèse induite par les facteurs de 
croissance afin d’améliorer sa perfusion. 
L’activité autocrine de la protéine S sur les cellules tumorales n’est pas à exclure étant 
donné que les cellules tumorales de diverses cancers expriment les récepteur TAM448. Il serait 
donc intéressant d’étudier le rôle joué par la protéine S lors de la croissance tumorale. 
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 Annexe 1 : Expression de la protéine Mer après 24 h et 48 h de 
transfection avec 5 nM de siRNA 
Western blot représentatif de l’expression du récepteur Mer après 24 h (A) ou 48 h (C) de transfection avec ou 
sans (control) agent transfectant additionnée avec 5 nM de siRNA contrôle, ou Mer. Un Western blot anti-
GAPDH a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
Mer rapporté à la quantité de protéines GAPDH en condition control après 24 h (B) ou 48 h (D) ± SD *p<0,05 ; 
ns : non significatif (n=3 en uniplicats). 
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 Annexe 2 : Expression de la protéine phosphatase SHP2 après 24 h et 
48 h de transfection avec 5 nM de siRNA 
Western blot représentatif de l’expression de la protéine phosphatase SHP2 après 24 h (A) ou 48 h (C) de 
transfection avec ou sans (control) agent transfectant contenant 5 nM de siRNA contrôle, ou SHP2. Un Western 
blot anti-GAPDH a été réalisé comme contrôle de la quantité de protéines déposées. 
Quantification de l’intensité des bandes obtenues par densitométrie à l’aide du logiciel Scion Image (Scion 
Corporation, Fredericks, MD). Les données sont exprimées en pourcentage moyen de la quantité de protéines 
SHP2 rapporté à la quantité de protéines GAPDH en condition control après 24 h (B) ou 48 h (D) ± SD 
*p<0,05 ; ns : non significatif (n=3 en uniplicats). 
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The vitamin K–dependent anticoagulant factor, protein S, inhibits multiple
VEGF-A–induced angiogenesis events in aMer- and SHP2-dependent manner
Sylvain Fraineau,1 Arnaud Monvoisin,1 Jonathan Clarhaut,2 Julie Talbot,1 Claire Simonneau,1 Chryso Kanthou,3
Sandip M. Kanse,4Michel Philippe,1 and Omar Benzakour1
1Institut de Physiologie et de Biologie Cellulaires, Centre National de la Recherche Scientifique, Formation de Recherche en Evolution 3511, Universite´ de
Poitiers, Poitiers, France; 2Inserm Centre d’Investigation Clinique 0802, Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers, Poitiers, France; 3Cancer Research United
Kingdom Tumour Microcirculation Group, University of Sheffield, Department of Oncology, Cancer Research United Kingdom/Yorkshire Cancer Research
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Protein S is a vitamin K–dependent glyco-
protein, which, besides its anticoagulant
function, acts as an agonist for the ty-
rosine kinase receptors Tyro3, Axl, and
Mer. The endothelium expresses Tyro3,
Axl, and Mer and produces protein S. The
interaction of protein S with endothelial
cells and particularly its effects on angio-
genesis have not yet been analyzed. Here
we show that human protein S, at circulat-
ing concentrations, inhibited vascular en-
dothelial growth factor (VEGF) receptor
2–dependent vascularization of Matrigel
plugs in vivo and the capacity of endo-
thelial cells to form capillary-like net-
works in vitro as well as VEGF-A–
induced endothelial migration and
proliferation. Furthermore, protein S in-
hibited VEGF-A–induced endothelial
VEGFR2 phosphorylation and activation
of mitogen-activated kinase-Erk1/2 and
Akt. Protein S activated the tyrosine phos-
phatase SHP2, and the SHP2 inhibitor
NSC 87877 reversed the observed inhibi-
tion of VEGF-A–induced endothelial pro-
liferation. Using siRNA directed against
Tyro3, Axl, and Mer, we demonstrate that
protein S-mediated SHP2 activation and
inhibition of VEGF-A–stimulated prolifera-
tion were mediated by Mer. Our report
provides the first evidence for the exis-
tence of a protein S/Mer/SHP2 axis, which
inhibits VEGFR2 signaling, regulates en-
dothelial function, and points to a role for
protein S as an endogenous angiogen-
esis inhibitor. (Blood. 2012;120(25):
5073-5083)
Introduction
Protein S (ProS), encoded by PROS1 gene, is a vitamin K–dependent
plasma glycoprotein1 that acts as an anticoagulant both as a
cofactor for the anticoagulant factor-activated protein C2 (aPC) and
independently of aPC.3 The importance of the anticoagulant
activity of ProS is revealed by the lethal thrombotic complications
suffered by homozygous PROS1-deficient mice.4 Less severe ProS
deficiencies, resulting from heterozygous mutations or polymor-
phisms, are associated with risks for venous and arterial thrombo-
sis, vascular calcification, and other thrombotic complications.5
Analysis of either mouse embryos from PROS1 gene mutants or
from mice in which PROS1 gene was conditionally deleted in
vascular smooth muscle cells revealed defects in vessel develop-
ment and function not seen in mice lacking protein C (PC),
implying thereby the existence of PC-independent major regulatory
functions of ProS in vascular development and homeostasis.4
ProS circulates in human plasma at a concentration of
; 25 mg/mL in free form (40%) and in complex (60%) with
C4b-binding protein (C4BP).1 In humans, most of plasma ProS is
thought to be synthesized in the liver by hepatocytes.6 However,
ProS is also produced at extrahepatic sites by several cell types,
including macrophages,7 vascular endothelial cells (ECs),8 and
vascular smooth muscle cells.9 In these cells, ProS plays no
apparent role in blood coagulation, but together with its structural
homolog protein Gas6, acts as an agonist for the TAM (Tyro3, Axl,
and Mer) family of receptor tyrosine kinases.7,10,11 ProS has been
shown to act as a ligand for Mer in the retina12 and macrophages,13
for Tyro3 in brain endothelial cells14 and neurons15 and for both
Mer and Tyro3 in retinal epithelium.16 As a TAM receptor agonist,
ProS regulates a variety of cellular activities, including the
phagocytic clearance of apoptotic cells17 and the homeostatic
regulation of the immune system.7,11
ProS/TAM interactions may play a role in vascular function,
because ProS and TAM receptors are expressed by ECs,14,18
pericytes,19 and vascular smooth muscle cells.20 Recently, using
tissue-specific conditional PROS1 knockout mice, it was demon-
strated that extrahepatic ProS represents ; 45% of normal circulat-
ing ProS and that much of this residual ProS is produced by ECs.4
ECs play key roles in many processes, among which angiogenesis
is a major one.21,22 Sprouting angiogenesis follows the remodeling
and maturation of the primitive vascular plexus during develop-
ment and plays a major role in adult life as part of both physiologic
and pathologic processes.21,22 Under physiologic conditions, angio-
genesis is regulated by a fine-tuning balance between endogenous
promoters and inhibitors.21 The perturbation of this balance may
lead to the excessive formation of aberrant and immature capillar-
ies contributing to the pathogenesis of tumor growth and metastasis
among other disorders.22
Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) and basic
fibroblast growth factor (bFGF) are majors promoters of angiogen-
esis.21,22 VEGF-A is considered as a rate-limiting factor for
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physiologic angiogenesis and plays an important role in pathologic
angiogenesis.23 VEGF-A is the agonist of tyrosine kinase receptors,
VEGFR-1 and VEGFR2, the latter being the major transducer of
angiogenic signaling in endothelial cells in adult life.23 On this
basis, VEGF-A signaling inhibitors or VEGF-A neutralizing anti-
bodies are used for treating pathologic angiogenesis.21-23 Although
the endothelium expresses TAM receptors and is a major source of
ProS,4 the pathophysiologic relevance of ProS interactions with
ECs and in particularly its possible effects on angiogenesis were
not as yet investigated. In the present report, we combined in vivo
and in vitro approaches to investigate the role of human ProS in
angiogenesis. We demonstrate that human ProS inhibits VEGFR2-
dependent activation of human ECs, thereby suggesting that ProS
may be a natural endogenous inhibitor of angiogenesis that may be
used for targeting aberrant angiogenesis-associated disorders.
Methods
Cells
Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs, Lonza Walkersville)
were cultured in endothelial growth medium-2 (EGM-2; cc-3162, Lonza
Walkersville) referred to as growth factor containing medium as described
previously24 and used at early passages 1-6. When indicated, HUVEC
cultures were switched to EBM-2 medium (Lonza Walkersville) referred to
as a growth factor-depleted medium that was supplemented with either
0.5% FCS or ITS (insulin 10 mg/mL, transferrin 6.7 ng/mL, selenium
5.5 mg/mL). Cells were kept at 37°C in a 5% CO2 humidified incubator.
Animals
C57BL/6 male mice were used in this study. All experimental procedures
involving animals were carried out in accordance with the guidelines of the
French Agriculture and Forestry Ministry (decree 87849), the European
Communities Council Directive (2010/63/UE), and our local ethics
committee.
Materials
Human ProS was from Enzyme Research Laboratories. It was purified from
fresh frozen human plasma, characterized by the supplier as a single band at
69 kDa on SDS-PAGE and described as highly pure. Human ProS from a
different supplier (Calbiochem) was also tested (in both in vivo Matrigel
and BrdU incorporation assays) to exclude the possibility that some of the
observed effects may be the result of contaminants in the preparation.
Human albumin and heparin were obtained from Sigma-Aldrich, and ITS
was from Invitrogen. Basement membrane matrix (Matrigel) was purchased
from BD Biosciences Discovery Labware. NSC87877 SHP 1/2 inhibitor25
was from Tocris Bioscience. Recombinant human endostatin was from
Biopur. Recombinant mouse bFGF was from R&D Systems. Recombinant
human bFGF and recombinant VEGF-A 165 isoform, both mouse and
human, were from Invitrogen.
In vivo Matrigel plug assay
This assay was performed as described previously.26 Briefly, Matrigel was
supplemented with either a mixture of proangiogenic factors (recombinant
mouse bFGF and recombinant mouse VEGF-A each at 400 ng/mL and
heparin at 50 units/mL) or with human ProS (either from Enzyme Research
Laboratories or from Calbiochem) at 25 mg/mL, with a combination of the
above or with vehicle. Eight- to 10-week-old C57BL/6 mice (n 5 8) were
injected subcutaneously in the flank with 0.4 mLMatrigel. Mice were killed
after 7 days, and Matrigel plugs were removed, photographed, then fixed
overnight in 10% formalin and embedded in paraffin. Sections (4 mm) were
stained with either hematoxylin and eosin or with eosin and anti-CD31
mouse antibody (BD Pharmingen). Vascular structures or CD31-positive
area were photographed using a MVX10 microscope (objective: 23/5; 22°C;
medium: Mowiol; Camera: DP25-4; cellSens Dimension Version 1.4 software,
Olympus). Vascular areas identified by the presence of a lumen and red
blood cells or CD31-positive area were quantified using the Fiji-win32
software and expressed as percentage vascular area per field.27,28 Data were
obtained from 3 independent experiments (for each experimental point:
3 Matrigel plugs, each from a distinct mouse) and from 3 random sections
of each Matrigel plug were quantified and are expressed as either vascular
area percentage per field or CD31-positive area percentage per field using
Fiji-win32 software as described previously.27,28
In vitro morphogenesis assay
This assay was performed as described previously.29 Matrigel was supple-
mented with human ProS, human endostatin, or human albumin at the
indicated concentrations, coated to each well of a 24-well plate, and kept at
room temperature for 4 hours to allow gel formation. HUVECs (105 cells/
well) were then plated onto the Matrigel in growth factor-depleted medium
(EBM-2 containing 0.5% FCS). After 24 hours, they were fixed in 4%
paraformaldehyde. The 3-dimensional cell organization was photographed
using MVX10 microscope (objective: 13/1; 22°C; medium: PBS; Camera:
Hamamatsu ORCA-03G; cellSens Dimension Version 1.4 software Olym-
pus). Capillary-like structures were quantified by automatic counting in
duplicate using the AngioQuant Version 1.33 software.30
Cell migration assays
Boyden chambers with 5-mm pore polycarbonate filters (Costar Corning)
were coated on both sides with 0.1% gelatin were used for cell migration
assays. A total of 2.5 3 104 HUVECs suspended in EBM-2 containing
0.25% BSAwere seeded in the upper compartment of the Boyden chamber.
The lower compartment was filled with EBM-2 medium containing 0.25%
BSA supplemented with either recombinant human VEGF-A (20 ng/mL), a
combination of VEGF-A (20 ng/mL) and ProS (10 mg/ml), or with vehicle.
After 4 hours, the upper surface of the filter was scraped with a cotton swab,
and cells that migrated to the lower surface of the filters were fixed in
methanol and labeled using eosin-hematoxylin stain. Cells were photo-
graphed using a Zeiss microscope (objective 203; medium: Mowiol; Zeiss)
and counted on 15 random fields using ImageJ Version 1.39o software
(National Institutes of Health).
BrdU incorporation assay
BrdU incorporation assay was used to monitor the mitogenic effects of the
factors under study. HUVECs were first plated in 96-well plates at a density
of 6 3 103 cells/well in EGM-2 and after 24 hours were shifted to EBM-2
and exposed to the factors under study at the indicated concentrations for
24 hours. SHP2 phosphatase inhibitor NSC87877 was used at 100mM and
added 3 hours before exposing cells to VEGF-A or human ProS. Anti-ProS
antibody (Dako Denmark) was used at 40 mg/mL and was incubated with
ProS for 1 hour at 4°C before their addition to EC cultures. BrdU
incorporation rate was measured using Cell Proliferation ELISA, BrdU
chemiluminescent kit (RocheApplied Science) according to the manufactur-
er’s instructions.
Silencing through RNA interference
To inhibit Tyro3, Axl, or Mer expression, RNA interference silencing was
performed using siPORT Amine transfection agent (Ambion) according to
the manufacturer’s instructions. All double-stranded siRNAs were pur-
chased from Ambion. Sequences are shown in supplemental Table 1
(available on the Blood Web site; see the Supplemental Materials link at the
top of the online article). HUVECs were first plated in 6-well plates at a
density of 2 3 105 cells/well in EGM-2 medium and then after 24 hours
were transfected with 5 or 50nM siRNA against Tyro3, Axl, or Mer or
nontargeting siRNA. Depending on the assays used, controls were siPORT
amine-transfected cells (vehicle) or cells that were not transfected. Cells
harvested 24 and 48 hours after transfection were used to evaluate RNAand
protein expression and BrdU incorporation.
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Quantitative real-time PCR
Total RNA was extracted using the NucleoSpin RNA XS kit (Machery-
Nagel). Reverse transcription was performed with SuperScript II (Invitro-
gen) from 2 mg of total RNA according to the manufacturer’s instructions.
Gene expression was assessed relative to GAPDH by quantitative real-time
PCR with the GeneAmp 7000 Sequence Detection System and SYBR
Green chemistry (Applied Biosystems). Human GAPDH, Tyro3, Axl, and
Mer primer sequences are shown in supplemental Table 2. Sensitivity and
specificity of each primer couple used were tested as shown in supplemental
Figure 1. Amplicons were sequenced directly using the ABI PRISM Big
Dye Terminator Cycle sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosys-
tems) andABI PRISM 310 automatic sequencer.
Western blotting
HUVECs were plated in 12-well plates at a density of 1 3 105 cells/well in
EGM-2 medium, and then after 24 hours cells were allowed to grow in
EGM-2. After 4 days, cells were exposed to the factors under study at the
indicated concentrations and for the specified durations. Cells were
collected by scraping and then lysed with Laemmli reducing buffer.
Equivalent amounts of protein for each sample were analyzed by SDS-
PAGE transferred onto PVDF membranes (Millipore) and probed with the
following primary antibodies: anti-Axl, anti–phospho-Erk 1/2 Thr 202/Tyr
204, anti–Erk 1 (all from Santa Cruz Biotechnology); anti–phospho-Mer,
anti–mouse Mer 101-AP (all from FabGennix); anti–human Mer (Abcam);
anti-actin (Sigma-Aldrich); anti–phospho-Akt Ser473, anti-Akt, anti–phospho-
SHP2 Tyr542, anti-SHP2 anti–phospho-VEGFR2 Tyr1175 and Tyr996 or
anti-VEGFR2 all from Cell Signaling (Cell Signaling Technology); and
anti-GAPDH (HyTest). Immunodetection was performed using chemilumi-
nescent substrate ECL Plus (Amersham) and LAS-3000 imaging system
(Fujifilm). Intensity of bands was quantified using Scion Image Version
Alpha 4.0.3.2 software (Scion Corporation). Three independent experi-
ments were done in 12-well plates. In each experiment, 3 independent wells
(triplicates) received the specified agent. In total, for each experimental
point, 9 cells extracts (corresponding to 9 different wells) were analyzed.
Statistical analysis
Data obtained from at least 3 independent experiments, each in triplicate
unless otherwise specified, were expressed either as mean values or
percentages of control values 6 SD or SEM depending on the experiments
performed. When indicated, statistical significance between data groups
was determined by ANOVA using Prism Version 5 software (GraphPad)
and considered to be significantly different at P , .05.
Results
Human ProS inhibits angiogenesis in vivo
We evaluated possible effects of human ProS on angiogenesis
using the in vivo Matrigel plug assay (Figure 1A). Mice were
injected, subcutaneously in the flank, with either Matrigel alone
(control, plug 1) or with Matrigel containing a mixture of proangio-
genic factors (bFGF and VEGF-A at 400 ng/mL) in the absence
(plug 2) or presence (plug 4) of 25 mg/mL human ProS or with
Figure 1. Human ProS inhibits Matrigel vasculariza-
tion in vivo. (A) Matrigel plugs obtained from mice that
were injected subcutaneously in the flank, with 0.4 mL of
Matrigel alone (lane 1, control), Matrigel containing a
mixture of proangiogenic factors (400 ng/mL bFGF,
400 ng/mL VEGF-A, and 50 units/mL heparin, plug 2) or
human ProS at 25 mg/mL (plug 3) or a mixture of
proangiogenic factors (bFGF at 400 ng/mL, VEGF-A at
400 ng/mL, heparin at 50 units/mL) supplemented with
25 mg/mL human ProS (plug 4). (B) Representative
micrographs of hematoxylin and eosin-stained sections
of Matrigel plugs under the experimental conditions;
Matrigel alone (i, control), Matrigel containing amixture of
proangiogenic factors (ii, 400 ng/mL bFGF, 400 ng/mL
VEGF-A, and 50 units/mL heparin) or human ProS at
25 mg/mL (iii) or a mixture of proangiogenic factors (bFGF
at 400 ng/mL, VEGF-A at 400 ng/mL, and heparin at
50 units/mL) supplemented with 25 mg/mL ProS (iv). The
arrows indicate vascular structures with lumens and red
blood cells. (C) Quantification of vascular structures with
lumens and red blood cells within Matrigel sections.
(D) Representative micrographs of CD31 immunstaining
of Matrigel plugs under the various experimental condi-
tions; Matrigel alone (i, control), Matrigel containing a
mixture of proangiogenic factors (ii, 400 ng/mL bFGF,
400 ng/mL VEGF-A, and 50 units/mL heparin) or human
ProS at 25 mg/mL (iii) or a mixture of proangiogenic
factors (bFGF at 400 ng/mL, VEGF-A at 400 ng/mL, and
heparin at 50 units/mL) supplemental with 25 mg/mL
ProS (iv). the arrows indicate blood vessel stained with
CD31. Quantifications were performed from Matrigel
plugs obtained from 3 independent experiments. Within
each experiment and for each experimental condition,
3 individual plugs implanted in individual animals were
analyzed. From each Matrigel plug, 3 sections were
stained and analyzed. Results are expressed as percent-
age vascular area (C) or percentage CD31-positive area
(E) 6 SEM, using Fiji-win32 software. ***P , .001.
**P , .01. *P , .05.
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Matrigel containing only 25 mg/mL human ProS (plug 3). After a
week, Matrigel plugs were removed and analyzed.As expected, the
presence of a mixture of proangiogenic factors (bFGF andVEGF-A)
promoted angiogenesis (plug 2) compared with Matrigel alone
(plug 1). Human ProS alone did not promote angiogenesis (plug 3),
but it drastically inhibited angiogenesis induced by the mixture of
proangiogenic factors (plug 4), suggesting that, under these experi-
mental conditions, human ProS antagonized the effects of proangio-
genic growth factors. Hematoxylin and eosin staining of Matrigel
sections (Figure 1B) as well as quantification of vascular structures
with lumens containing red blood cells (Figure 1C) confirmed a
potent inhibitory effect of ProS on angiogenic factor- (bFGF and
VEGF-A) induced Matrigel vascularization (Figure 1Bii compared
with Figure 1Biv). Although ProS alone (Figure 1Biii) promoted
cell recruitment to the Matrigel, it did not however induce the
formation of vascular structures with lumens and red blood cells
(Figure 1Biii) as confirmed by quantification analysis (Figure 1C)
and by the absence of a red color in the Matrigel plug (Figure 1A,
plug 3). Furthermore, CD31 staining (Figure 1D) and its quantifica-
tion (Figure 1E) confirmed the presence of vascular structures in
plugs treated with proangiogenic factors (Figure 1Dii) and their
absence in plugs treated with proangiogenic factors and ProS
(Figure 1Div).
In vitro morphogenesis assays are considered as the closest to
in vivo angiogenesis as they recapitulate several cellular events
leading to vessel formation.29 ECs cultured on extracellular matrix
preparations, such as Matrigel, spontaneously differentiate into
capillary-like structures.29 To ascertain further the inhibitory effect
of ProS on angiogenesis, we next tested its effects in an in vitro
morphogenesis assay in which human ECs were cultured on
Matrigel. Typical capillary-like structures, formed by ECs cultured
on Matrigel, for 24 hours, are represented in Figure 2Ai (by arrows,
control).As expected, the formation of capillary-like structures was
abolished in the presence of 10 mg/mL endostatin (Figure 2Aiii), a
well-known angiogenesis inhibitor.21-23 Human ProS significantly
inhibited capillary-like structure formation at both 1 mg/mL (Fig-
ure 2Av, . 25% inhibition) and 10 mg/mL (Figure 2Avi, . 50%
inhibition) but not at 0.25 mg/mL (Figure 2Aiv). In the presence of
10 mg/mL human ProS, ECs were unable to form interconnected
tubular networks and remained mostly as single cells. At the same
concentration (10 mg/mL), albumin, a serum protein with a molecu-
lar weight similar to that of ProS, had no effect on capillary-like
structures (Figure 2Aii). Figure 2B provides a quantification of the
in vitro morphogenesis assay in which total tube lengths were
determined using AngioQuant Version 1.33 software30 and plotted
as a function of the treatment. The data highlight that the inhibitory
effects of 10 mg/mL human ProS are comparable with those of the
well-known angiogenesis inhibitor endostatin.21-23 Supplemental
Figure 2 shows that the ability of human ECs to form tubular
networks was VEGF-A–dependent, as inferred by the suppression
of this process by an antibody against VEGFR2. The angiogenic
process in vivo (Figure 1) and the ability of ECs cultured on
Matrigel to form capillary-like structures (supplemental Figure 2)
were both dependent on VEGF-A and were inhibited by human
ProS. Therefore, we next assessed the ability of human ProS to
interfere with VEGF-A–induced VEGFR2 signaling, EC prolifera-
tion, and migration.
Human ProS inhibits VEGF-A–induced EC proliferation,
migration, and VEGF receptor signaling.
VEGF-A is a potent mitogen for ECs, and this mitogenic effect
contributes to its overall angiogenic actions on ECs.21-24 Therefore,
using the BrdU incorporation assay, we monitored the ability of
human ProS to interfere with VEGF-A–induced proliferation in
cultured ECs. Recombinant human VEGF-A at 20 ng/mL induced
an increase in BrdU incorporation in ECs, which, as expected, was
inhibited in the presence of 10 mg/mL of the known antiangiogenic
factor endostatin21-23 (Figure 3A). Human ProS at 10 mg/mL
significantly inhibited VEGF-A–induced BrdU incorporation but
did not abolish it. To ascertain that the observed ProS effects are not
the result of contaminants in the commercial purified ProS
preparation, we tested the effects of ProS on VEGF-A–induced
BrdU incorporation in the presence of an anti–human ProS
antibody.As shown in Figure 3A, the anti-ProS antibody, but not an
irrelevant antibody from the same species used at the same
concentration (Figure 3A), reversed the inhibitory effects of ProS
on VEGF-A–stimulated BrdU incorporation. In addition, we tested
purified ProS obtained from a different commercial source, and this
also inhibited to a similar extend VEGF-A induced BrdU incorpo-
ration (supplemental Figure 3). Moreover, commercial purified
ProS, from the 2 distinct sources, consistently induced a drastic
inhibition of Matrigel plug vascularization as shown in Figure 1iv.
A previous report ruled out the possibility of contaminant Gas6
being present in commercial purified human ProS preparations.13
Figure 2. Human ProS inhibits the capacity of EC to form capillary-like
networks in vitro. (A) The in vitro morphogenesis assay. ECs (105 cells/well) were
cultured for 24 hours in EBM-2 medium containing 0.5% FCS in 24-well plates coated
with Matrigel containing the indicated concentrations of human ProS, endostatin, or
albumin. Cells were then fixed and the cell 3-dimensional organization was photo-
graphed using a MVX10 microscope. On the pictures, arrows indicate examples of
tube formation, and each black scale represents 1 mm length. (B) The quantification
of total tube length of capillary-like structures by automatic counting using the
AngioQuant Version 1.33 software. Data from 4 independent experiments, each in
duplicate, are expressed as percentages of control values form untreated cells 6 SD.
***P , .001. *P , .05. ns indicates not significant.
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To examine further whether commercial purified human ProS used
in our study contained human Gas6, we subjected this to Nano-
liquid chromatography on a C18 column with a 20%-85% acetoni-
trile gradient coupled to mass spectrometry. The only peak
observed (at 45% acetonitrile) corresponded to Human ProS mass.
Finally, we used a more sensitive technique consisting of analyzing
tryptic digest fragments of the protein preparations under study by
nano-UPLC coupled to tandem mass spectrometry. We analyzed
using this approach tryptic digest fragments obtained from commer-
cial purified either human ProS or human Gas6. In commercial
purified ProS, we detected 8 tryptic fragments that matched with
human ProS sequence, and no tryptic fragments matching with
human Gas6 sequence were detected (supplemental Figure 4).
These results conclusively show that the observed activity of ProS
could not be the result of contaminants in the purified ProS
preparation.
Because the activation of the MAPK-Erk1/2 signaling is an
essential step in mediating the mitogenic action of VEGF-A on
ECs,31 we next analyzed by Western blotting MAPK-Erk1/2
activation by VEGF-A in the absence or presence of 10 mg/mL
human ProS. Figure 3B and C shows that EC exposure to human
ProS for 15 minutes before VEGF-A resulted in a marked
inhibition of VEGF-A–induced Erk1/2 phosphorylation/activation.
The angiogenic effect of VEGF-A is in part the result of its ability
to stimulate EC motility, which is an important step of vascular
pattern formation.32 Therefore, we evaluated the ability of human
ProS to interfere with VEGF-A–induced ECs directional migra-
tion. At 10 mg/mL, human ProS inhibited chemotaxis induced by
20 ng/mLVEGF-A by . 50% (Figure 3D). The activation of PI3K
signaling and Akt phosphorylation on Ser473 is a key event
associated VEGF-A–induced EC migration.31,33 Therefore, we next
analyzed, by Western blotting, Akt phosphorylation on Ser473 by
Figure 3. Human ProS inhibits VEGF-A–induced EC proliferation, migration, and signaling. (A) The percentage of BrdU incorporation induced by the indicated factors.
ECs were seeded at a density of 6 3 103 cells/well in 96-well plates in growth factors containing medium for 24 hours, switched to a growth factor-depleted medium containing
the indicated factors at the specified concentrations. BrdU incorporation was measured by ELISA. Data obtained from 3 independent experiments each in triplicates are
expressed as percentages of control 6 SD. ***P , .001. **P , .01. ns indicates not significant. (B-C) Western blot analysis of MAPK-Erk1/2 activation after cultured EC
exposure to the indicated factors. Subconfluent EC cultures were exposed in a growth factor–depleted medium to ProS (10 mg/mL) or vehicle for 15 minutes and then
stimulated with VEGF-A (20 ng/mL) for 5 minutes. Cell cultures were then lysed, and equivalent amounts of protein form each sample were resolved by SDS-PAGE, transferred
to a PVDF membrane, and probed with either antiphosphorylated Erk 1/2 or anti–Erk 1/2 antibodies. Band intensities were quantified and are represented in panel C as a
percentage of control of the ratio of phosphorylated Erk1/2 over Erk1/2 6 SD. Data were obtained from 4 independent experiments each in triplicates are expressed as
percentages of control 6 SD. ***P , .0001. *P , .05. (D) The number of migrated ECs induced by the indicated factors. A total of 2.5 3 104 ECs were suspended in culture
medium containing 0.25% BSA, seeded in the upper compartment, and separated from the lower compartment by a 5-mm pore size polycarbonate filter coated on both sides
with 0.1% gelatin. The lower compartment contained the factor under study at the indicated concentrations diluted in 0.5 mL culture medium. After 4 hours of incubation, the
upper surface of the filter was scraped, and cells present in the lower compartment were fixed, stained, migrated cells were photographed under the microscope, and counted
on 15 fields using ImageJ Version 1.39o software. Data were obtained from 3 independent experiments, each in triplicates, expressed as percentages of control 6 SD.
***P , .0001. (E-F) Western blot analysis of Akt phosphorylation on Ser473 after cultured EC exposure to the indicated factors. Cell cultures were then lysed, and equivalent
amounts of proteins from each sample were resolved by SDS-PAGE, transferred to a PVDFmembrane, and probed with either anti-Akt or anti–phosopho-Ser473Akt antibodies.
Intensity of bands was quantified and are represented in panel F as a percentage of control of the ratio of phosphorylated Akt Ser473 over Akt 6 SD. Data were obtained from
3 independent experiments, each in triplicates, expressed as percentages of control 6 SD. **P , .01. *P , .05. ns indicates not significant.
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VEGF-A in the absence or presence of 10 mg/mL human ProS. As
shown in Figure 3E and F, treatment of ECs with 10 mg/mL ProS
for 15 minutes before VEGF-A resulted in a marked inhibition of
VEGF-A–induced Akt phosphorylation on Ser473. To explore
further the mechanisms by which human ProS antagonizes VEGF-A
angiogenic signaling we analyzed, VEGFR2 phosphorylation in
endothelial cells exposed to VEGF-A in the absence or presence of
10 mg/mL human ProS. Phosphorylation of Tyr996 and Tyr1175
residues, which are SHP2 sensitive and insensitive sites, respec-
tively, was assessed.34 Figure 4 shows that ProS inhibited VEGF-A–
induced VEGFR2 tyrosine phosphorylation on Tyr996 but not
Tyr1175. As shown in Figure 4, the SHP2 inhibitor NSC 8787725,35
suppressed the ProS inhibitory effect on VEGFA-induced VEGFR2
phosphorylation. The SHP2 inhibitor NSC 87877 reversed the
inhibitory effects of ProS on VEGF-A–induced EC proliferation
(Figure 5A) and MAPK-Erk1/2 (Figure 5B-C) and Akt activation
(Figure 5D-E). Figure 5F and G shows that ProS activated SHP2
phosphorylation. Therefore, SHP2 seems to play a key role in
mediating ProS inhibitory effect on VEGF-A–induced signaling.
We next analyzed whether ProS alone affected MAPK-Erk1/2 and
Akt phosphorylation/activation. Figure 5H through K shows that
ProS, on its own and independently from VEGF-A, activated both
MAPK-Erk1/2 and Akt phosphorylation. Therefore, mobilization
of both pathways (MAPK-Erk1/2 and Akt) by ProS alone may
contribute, at least in part, to the inhibitory effect of ProS on
VEGF-A-induced signaling in ECs. However, the reversal by the
SHP2 inhibitor NSC 87877 of ProS inhibitory effect on VEGF-A–
induced EC proliferation, VEGFR2 phosphorylation, and MAPK-
Erk1/2 and Akt activation (Figure 5A-E) suggests that an SHP2-
dependent mechanism also accounts for the overall inhibitory
effect of ProS on VEGF-A–induced signaling, implying that the
recruitment of SHP2 by the TAM receptor(s) is activated by ProS.
Therefore, we next examined which TAM receptor(s) may be
involved in ProS inhibitory effects on VEGF-A–induced EC
activation.
The tyrosine kinase receptor Mer is activated by ProS and
mediates its inhibitory effect on VEGF-A–induced EC
proliferation
Human ProS is a potential agonist for the TAM family of receptor
tyrosine kinases (Tyro3, Axl, and Mer).10 Real-time quantitative
PCR analysis established that cultured EC expressed Axl, Tyro3,
and Mer (Figure 6A; supplemental Table 2). In agreement with a
previous report,18 Axl transcript levels were ; 3-fold more abun-
dant than those for Mer and in turn, Mer transcripts were ; 11-fold
more abundant than Tyro3 transcripts. Next, we used siRNA
directed specifically against each of the 3 tyrosine kinase receptors.
We show efficient and specific silencing of each transcript at both
24 and 48 hours after transfection, each of these siRNA efficiently
target the transcript toward which it is specifically directed and
does not interfere with the expression of 2 others (Figure 6B-C;
supplemental Figure 5). Twenty-four to 48 hours are within the
timing of the BrdU incorporation assay we use in our study,
implying that under these conditions the ability of each of these
siRNA to interfere with the inhibitory action of human ProS on
VEGF-A–induced EC mitosis could be assessed. We next investi-
gated whether any of these tyrosine kinase receptors were involved
in the inhibitory effects of ProS on VEGF-A–induced EC activa-
tion. As shown in Figure 7A, silencing of either Axl or Tyro3 did
not alter the inhibitory action of human ProS on VEGF-A–induced
EC proliferation, whereas silencing of Mer completely suppressed
it, suggesting that ProS by activating Mer tyrosine kinase receptor
inhibits VEGF-A–mitogenic signaling. Furthermore, we used the
in vitro morphogenesis assay described in Figure 2, which is
considered as the closest to in vivo angiogenesis29 to assess the
consequences of Mer silencing on the ability of human ProS to
inhibit capillary-like structure formation. Figure 7B and C show
that Mer silencing suppressed ProS inhibitory action on capillary-
like structure formation. Supplemental Figure 6 confirms that Mer
siRNA induced under these experimental conditions efficient Mer
silencing within 24 and 48 hours. Accordingly, treatment of
endothelial cells with human ProS induced significant Mer receptor
tyrosine phosphorylation within 10 minutes, which peaked at
15 minutes and declined at 20 minutes (Figure 7D-E). Furthermore,
silencing of Mer prevented the activation of SHP2 by ProS (Figure
7F-G). Because the in vivo Matrigel plug assay was performed on
mice using Human ProS, we verified and confirmed, using a mouse
Figure 4. Human ProS inhibits VEGF-A–induced VEGFR2 activation at SHP2
sensitive sites. (A-B) Western blotting analysis of VEGFR2 phosphorylation after
cultured EC exposure to the indicated factors. Subconfluent EC cultures were
preincubated in a growth factor-depleted medium with either human ProS at the
indicated concentrations or with vehicle for 15 minutes and then were exposed for
5 minutes to 20 ng/mL VEGF-A. Cells were exposed to the SHP2 inhibitor NSC
87877 at 100mM for 3 hours or vehicle before ProS. Cell cultures were then lysed,
and equivalent amounts of protein form each sample were resolved by SDS-PAGE,
transferred to a PVDF membrane, and probed with anti–phospho-VEGFR2 Tyr996,
Tyr1175, or anti-VEGFR2 antibodies. The intensity of bands was quantified and is
represented in panel C as a percentage of control of the ratio of phosphorylated
VEGFR2 over VEGFR2 6 SD. Data were obtained from 3 independent experiments
(each in triplicates) expressed as percentages of control 6 SD. ***P , .001.
ns indicates not significant.
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cell line and the Mer receptor tyrosine phosphorylation assay
described above, that Human ProS does activate mouse Mer
tyrosine kinase receptor (supplemental Figure 7). Altogether, these
data suggest that, in human ECs, human ProS activates Mer
tyrosine kinase receptor, which in turn recruits/activates SHP2,
which dephosphorylates VEGFR2 on Tyr996, thereby inhibiting
multiple VEGF-A–dependent angiogenesis-related events as illus-
trated in Figure 7H.
Figure 5. Tyrosine phosphatase SHP2 is activated by
ProS and is involved in the inhibitory activity of ProS
on VEGF-A–mediated EC proliferation. (A) Changes in
EC BrdU incorporation, in response to the indicated
factors and effects of SHP2 inhibitor NSC87877 (100mM).
ECs were seeded at a density of 6 3 103 cells/well in
96-well plates in growth factors containing medium for
24 hours, switched to a growth factor–depleted medium
containing the indicated factors at the specified concen-
trations. BrdU incorporation was measured by ELISA.
(B) Western blot analysis of MAPK-Erk1/2 activation
state after pretreatment with NSC 87877 (100mM) for
3 hours before ProS stimulation for 15 minutes followed
by VEGF-A stimulation for 5 minutes. (C) Intensity of
bands was quantified and is represented as a percentage
of control of the ratio of phosphorylated Erk1/2 over
Erk1/2. (D) Western blot analysis of Akt activation state
after pretreatment with NSC 87877 (100mM) for 3 hours
before ProS stimulation for 15 minutes followed by
VEGF-A stimulation for 5 minutes. (E) Intensity of bands
was quantified and is represented as a percentage of
control of the ratio of phosphorylated Akt over Akt.
(F) Western blotting analysis of SHP2 phosphorylation
subsequently to EC culture exposure to human ProS.
Subconfluent EC cultures were exposed in a growth
factor–depleted medium to 10 mg/mL human ProS or
vehicle for 15 minutes. Cell cultures were then lysed, and
equal amounts of proteins were analyzed by Western
blotting using either an anti–phospho SHP2 or anti-SHP2
antibody. (G) Intensity of bands was quantified and is
represented as a percentage of control of the ratio of
phosphorylated SHP2 over SHP2. (H) Western blot
analysis of MAPK-Erk1/2 activation state after treatment
with ProS (10 mg/mL) for the indicated time. (I) Intensity
of bands was quantified and is represented as a percent-
age of control of the ratio of phosphorylated Erk1/2 over
Erk1/2. (J) Western blot analysis of Akt activation state
after treatment with ProS (10 mg/mL) for the indicated
time. (K) Intensity of bands was quantified and is repre-
sented as a percentage of control of the ratio of phosphor-
ylated Akt over Akt. (A-K) Data were obtained from
3 independent experiments (3 independent cell culture)
in either 96-well plates (A) or 24-well plates (B-K), each
either in triplicate wells (A-G) or in duplicates
(H-K), expressed as percentages of control 6 SD.
***P , .001. **P , .01. *P , .05. ns indicates not significant.
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Discussion
ProS, by acting as an agonist for the TAM family of receptor tyrosine
kinases (Tyro3,Axl, andMer),10 regulates a variety of cellular processes,
ranging from cell proliferation,9 survival,14 phagocytic clearance of
apoptotic cells,17 and the homeostatic regulation of the immune sys-
tem.36The production of ProS at several extrahepatic sites, including the
vasculature,7-9,37 suggests that, besides and independently of its role in
blood coagulation, ProSmay act as an autocrine/paracrine factor.
In the present study, we describe, for the first time to our
knowledge, a human ProS inhibitory pathway, which impedes the
angiogenic program activated by VEGF-A. We provide evidence
that human ProS inhibits the vascularization of a Matrigel plug in
vivo and the capacity of ECs to form capillary-like networks as
well as VEGF-A–dependent EC migration, mitosis, and signaling
(VEGFR2, MAPK-Erk1/2, and Akt phosphorylation) in vitro.
Depending mainly on the cell type studied and the identity of the
tyrosine kinase receptor involved, ProS exhibits several cell
activities in different contexts. In the vascular system, it induces
vascular smooth muscle cell proliferation9 and acts as a survival
factor for brain endothelial cells.14 ProS circulates in human plasma
at a concentration of ; 25 mg/mL, which is within the range
(1-25 mg/mL) we used in all our in vitro and in vivo assays.
Because substantial amounts of ProS are produced by vascular wall
components8,9 as well as by some cancer cells,38,39 the antiangio-
genic effect of human ProS, we report in the present study, may
constitute an autocrine/paracrine inhibitory mechanism for angio-
genesis contributing thereby to a tuning balance between endoge-
nous promoters and inhibitors of angiogenesis. Similarly to ProS,
angiostatin, which is a potent natural antiangiogenic factor, is
produced by primary tumors.40
Using TAM receptor gene silencing, we demonstrate that the
tyrosine kinase receptor Mer mediates ProS inhibitory effects on
VEGF-A activity. Because cytosolic protein tyrosine phosphatases
containing Src homology domain-2 are potent regulators of intracel-
lular pathways activated by many tyrosine kinase receptors, we
tested the hypothesis that SHP2 could be recruited to mediate an
inhibitory effect of ProS-Mer axis on VEGF-A–induced EC
mitosis. Both indirect (ProS dephosphorylates VEGR-2 on Tyr996
but not Tyr1175 residues, which are SHP2 sensitive and insensitive
sites, respectively) and direct (activation of SHP2 by ProS and the
suppression of this activation by Mer silencing) observations
provide the first evidence, to our knowledge, that human ProS/Mer
axis recruits the tyrosine phosphatase SHP2. Human ProS induced
tyrosine phosphorylation of both Mer receptor and SHP2, and Mer
silencing suppressed the ability of ProS to induce SHP2 phosphor-
ylation and significantly altered its inhibitory action on VEGF-A–
induced EC proliferation and capillary-like structure formation
(Figure 7). It was reported that Axl stimulation by the structural
homolog of ProS, Gas6, activates SHP2, thereby inhibiting VEGF-
A–dependent activation of both VEGFR2 and the angiogenic
program in vascular endothelial cells.29 More recently, Ruan and
Kazlauskas demonstrated that VEGF-A–dependent activation of
VEGFR2 and recruitment of Src family kinases engages the
receptor tyrosine kinaseAxl to trigger ligand-independent autophos-
phorylation that promotes activation of Akt.41The evidence we
provide for the existence of a ProS/Mer/SHP2 axis, which inhibits
VEGF-A–mediated VEGFR2, MAPK Erk1/2, and Akt activation,
suggests that, besides Axl, Mer tyrosine kinase receptors is also a
Figure 6. TAM receptor expression and siRNA knock-
down validation. (A) Tyro3, Axl, and Mer gene transcript
levels relative to that of GAPDH as determined by
quantitative real-time PCR after 24 and 48 hours of EC
culture in growth factor–containing medium. (B-C) The
effectiveness and the specificity of targeted siRNA in
silencing Tyro3, Axl, and Mer gene expression, real-time
quantitative PCR 24 hours after siRNA transfection (B) or
Western blot analysis 24 hours after siRNA transfection
(C). EC cultures were transfected with either the speci-
fied siRNA used at 5nM for Tyro3 and Axl or at 50nM for
Mer or with vehicle (5 mL/well siPORT) or as a control
with 50nM nontargeting siRNA. For panel B, cells were
harvested 24 hours after transfection and total RNA
extracted. Reverse transcription was performed using
2 mg of total extracted RNA. Tyro3, Axl, and Mer gene
expression was assessed relatively to that of GAPDH by
quantitative real-time PCR and is expressed as percent-
age of the same ratio in siPORT-transfected ECs. Data
were obtained from 3 independent experiments each in
triplicate 6 SD. ***P , .001. **P , .01. *P , .05. ns indi-
cates not significant. For panel C, equivalent amounts of
protein form each sample were resolved by SDS-PAGE,
transferred to a PVDF membrane, and probed with
anti-Mer, anti-Axl, or anti-GAPDH antibodies.
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key regulator of VEGF-A–dependent angiogenesis. The occur-
rence of ligand-independent autophosphorylation of Mer tyrosine
kinase receptor that may regulate Akt, similarly to that reported for
Axl,41 remains to be examined.
Uehara and Shacter demonstrated that disulfide-linked ProS
oligomers stimulate phagocytosis of apoptotic cells by human
macrophages by inducing the dimerization and activation of
macrophage Mer tyrosine kinase receptor.42 This study also estab-
lished that phosphatidylserine exposed on the outer surface of
apoptotic cells provides a scaffold for intermolecular ProS interac-
tions and its oxidative oligomerization.42 Free ProS stimulates
phagocytosis of apoptotic cells, whereas ProS in complex with
C4BP1 has an inhibitory effect on this process, implying that on
macrophages C4BP inhibits the interaction between ProS and its
receptors.43 It will be interesting in the future to investigate whether
ProS oligomerization is essential for its presently described new
role in inhibiting VEGF-A–induced EC activation and angiogen-
esis, whether phosphatidylserine exposed on the outer surface of
apoptotic cells that may be present within EC cultures in vitro or
within the vessel wall in vivo provides a scaffold for intermolecular
ProS oxidative oligomerization and how C4BP may be affecting
this newly described role of ProS on angiogenesis. Sather et al
Figure 7. Mer silencing suppresses both ProS-induced SHP2
activation and inhibition of VEGF-A–induced EC BrdU incorpora-
tion and tube formation. (A) Changes in BrdU incorporation resulting
from silencing of Tyro3, Axl, or Mer gene expression. ECs were
seeded at a density of 6 3 103 cells/well in 96-well plates in EGM-2 for
24 hours. Cells were then transfected with either the specified siRNA
used either at 5nM for Tyro3 andAxl or at 50nM for Mer or with vehicle
(0.5 mL/well siPORT) or as a control with 50nM nontargeting siRNA.At
24 hours after transfection, cells were switched to EBM-2 containing
the indicated factors at the specified concentrations. BrdU incorpora-
tion was measured by ELISA. Data obtained from 3 independent
experiments (3 distinct independent cell culture 96-well plates) each in
triplicate wells are expressed as percentages of the same ratio in
siPORT-transfected ECs 6 SD. ***P , .001. *P , .05. ns indicates
not significant. (B) The in vitro morphogenesis assay. ECs
(2 3 105 cells/well) were cultured for 24 hours in complete medium
and then transfected with 5nM of either Mer or control siRNA. At
24 hours after transfection, cells were harvested and seeded at the
density of 105 cells/well in EBM-2 containing 0.5% FCS and 20 ng/mL
VEGF-A, in 24-well plates coated with Matrigel containing either
human ProS (20 mg/mL) or vehicle. The cell 3-dimensional organiza-
tion was photographed using a MVX10 microscope. Black scale bar
on pictures represents 100 mm length. (C) Quantifications of total tube
length of capillary-like structures by automatic counting using the
AngioQuant software. Data obtained from 3 independent experiments
each in duplicates are expressed as percentages of control 6 SD.
*P , .05. ns indicates not significant. (D) Mer receptor tyrosine
phosphorylation after treatment with ProS (10 mg/mL) for the indicated
time. GAPDH was used as loading control. Because the data were
obtained from 3 independent experiments each in triplicate and only
1 representative result for each time point is depicted in the figure,
vertical lines have been inserted to indicate repositioned gel lanes.
The intensity of bands was quantified and is represented in panel E as
a percentage of control of the ratio of phosphorylated Mer over
GAPDH 6 SD. **P , .01. *P , .05. ns indicates not significant.
(F) Western blotting analysis of Mer receptor expression and changes
in EC response to ProS, in term of SHP2 activation, after silencing of
Mer. (G) The intensity of bands was quantified and is represented as a
percentage of control of the ratio of phosphorylated SHP2 over SHP2;
some error bars were too small to be visible. Data obtained from
4 independent experiments each in duplicate are expressed as
percentages of control 6 SD. *P , .05. ns indicates not significant.
(H) The proposed mechanism through which ProS interferes with
VEGF-A-induced VEGFR2 signaling. VEGF-A triggers VEGFR2, Akt,
and Erk 1/2 activation, leading to EC migration proliferation and
subsequently to vascular tube formation (in green). ProS activates its
tyrosine kinase receptor Mer, leading to SHP-2 activation, which
dephosphorylates VEGFR2 on the SHP2-sensitive site Tyr996, thereby
inhibiting VEGFR2 recruitment of Akt and Erk 1/2 pathways and
subsequently VEGFR2 induced EC migration and proliferation neces-
sary for tube formation and angiogenesis (in red). A recent report45
has described that, similarly to ProS, its structural homolog Gas6
activates Mer tyrosine kinase receptor, leading to the inhibition of
EC migration and angiogenesis (in blue). Tumor cells release soluble
Mer, which acts as a decoy receptor for Gas6, thereby reducing the
suppressive effects of Gas6 on endothelial cell recruitment.
PROTEIN S INHIBITSANGIOGENESIS 5081BLOOD, 13 DECEMBER 2012 z VOLUME 120, NUMBER 25
For personal use only. at CNRS BiblioVie on January 4, 2013. bloodjournal.hematologylibrary.orgFrom
described the presence of a soluble form of Mer tyrosine kinase
receptor, consisting of its extracellular domain, produced by
proteolytic cleavage, and found in human plasma and cell culture
media.44 While the present report was under preparation, a study by
Png et al45 convincingly demonstrated that Mer tyrosine kinase
receptor is the endothelial receptor that mediates the Gas6-
suppressive effect on metastatic endothelial recruitment and meta-
static angiogenesis, and that soluble Mer tyrosine kinase receptor
from metastatic cells acts as a decoy receptor for Gas6, thereby
reducing the suppressive effects of Gas6 on endothelial cell
recruitment. The present report, by revealing that Mer tyrosine
kinase mediates ProS inhibitory action on VEGF-A angiogenic
activities, does not only confirm some of the findings of the study
by Png et al45 but also extends them by identifying (1) the
activation of Mer tyrosine kinase receptor by ProS as an additional
mechanism for inhibiting endothelial cell recruitment and angiogen-
esis, and (2) SHP2 phosphatase as an intracellular mediator of
ProS/Mer antiangiogenic action (Figure 7H).
ProS and Gas6 have a strong amino acid sequence similarity, a
similar domain organization, share some activities, but have many
differences in functions. ProS plays a critical role as an
anticoagulant,1-5 whereas Gas6 has no anticoagulant function but
plays an important role in platelet aggregation.46 Human Gas6 is a
potent, whereas human ProS is a weak, ligand for TAM tyrosine
kinase receptors.47,48 The plasma concentration of Gas6 is ; 20 ng/
mL, meaning that it is ; 1000-fold lower than that of ProS.49
Therefore, differences between Gas6 and ProS with regards to their
affinity for TAM RTKs47,48 may be compensated by differences
between Gas6 and ProS both in term of their plasma concentration
and their spatiotemporal expression, suggesting that, depending on
the context, both Gas6 and ProS could activate TAM tyrosine
kinase receptors and regulate specific cellular processes.
We also demonstrate in the present study that ProS inhibits
VEGFA-induced VEGFR2, Erk1/2 MAPK, and Akt activation; the
2 later pathways may be primarily linked to ProS inhibitory action
on VEGF-A mitogenic and chemotactic effects on ECs, respec-
tively. Alternatively, the inhibitory action of ProS on VEGF-A
induced MAPK-Erk1/2 and Akt activation may relate to the
regulation by ProS of additional VEGF-A–dependent events, such
as vascular permeability. In this context, the presently described
inhibitory effect of ProS on angiogenesis and EC motility along
with its known survival effect on ECs14 may seem contradictory.
However, taking into account that migrating cells could undergo
apoptosis by anoikisis,50 inhibition of EC motility by ProS
unraveled in the present study may be part of integrated effect of
ProS to promote EC survival and vessel wall stability. The recent
finding of defects in vessel development and function in mice
embryos from ProS gene mutants or from mice in which ProS gene
was conditionally deleted in vascular smooth muscle reinforces the
hypothesis of a crucial role of ProS in vessel wall stability.4 The
observation that ProS/Mer axis inhibits macrophage scavenger
receptor A–mediated AcLDL uptake and scavenger receptor A
expression in human monocyte-derived macrophages,13 provided
the basis for a regulatory role of ProS/Mer in atherogenesis and
atherothrombosis. Therefore, besides the direct role of ProS/Mer
axis on endothelial cells, revealed in the present report, ProS/Mer
axis, by acting on other components of the vessel wall,13 may also
play an important role for its injury and repair.
Besides its potential for being used as part of an antiangiogenic
therapy in human cancers and other angiogenesis-dependent disor-
ders, the antiangiogenic effect of ProS/Mer axis we report in the
present study may also form the framework of future studies
aiming at elucidating further the involvement of ProS produced
within the vessel wall in vascular development, control of vessel
barrier function, and vessel wall integrity.
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Table 1 presents TAM (Tyro3, Axl, Mer) receptor siRNA sequences used for silencing in 
RNA interference experiments. 
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Supplementary Table 2. QPCR primer sequences. 
 





















Table 2 presents primer sequences used for quantitative real-time PCR experiments. 
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Amplifiction plot, melt curve, and amplification sensitive curve of GAPDH (A), Tyro3 (B), 
Axl (C), Mer (D) qPCR primer couple. Panel E shows amplicon migration in agarose 2% gel. 
Each amplicon has been sequenced as described in the material and methods section. 
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Supplementary Figure S2. The ability of EC to form tubular networks is VEGFR-2 
dependent as is suppressed in the presence of anti-VEGFR-2 antibodies. 
 
Panel A is a representative image of capillary-like networks formed by ECs plated on 
Matrigel, while panel B shows the incapacity of ECs to form such networks when treated with 
antibodies raised against VEGFR-2. Each white scale bar represents 100 µm. 
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Supplementary Figure S3. Human ProS, from “Calbiochem” effectively inhibits  VEGF-
A induced BrdU incorporation in ECs. 
 
The experiments were performed under identical experimental conditions to those described 
for Figure 3A in the full manuscript except that here a human protein S from Calbiochem was 
tested.  Percentage of BrdU incorporation induced by ProS (from Calbiochem) at 1 and 10 
µg/ml in growth factor-depleted medium supplemented with VEGF (20 ng/ml). BrdU 
incorporation was measured by ELISA. Data obtained from 3 independent experiments (3 
independent 96 well plates) each in triplicates wells are expressed as percentages of control ± 






Supplementary figure S4. Absence of Gas6 contaminant in commercial purified ProS 
used in our study (Enzyme Research Laboratories).  
 
Panel A: Match to: PROS_HUMAN Score: 458 
Vitamin K-dependent protein S OS=Homo sapiens GN=PROS1 PE=1 SV=1 
Nominal mass (Mr): 77127; Calculated pI value: 5.48 
Taxonomy: Homo sapiens 
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications: Oxidation (M) 
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P 
Sequence Coverage: 11% 
Matched peptides shown in Bold Red 
 
     1 MRVLGGRCGA LLACLLLVLP VSEANFLSKQ QASQVLVRKR RANSLLEETK  
    51 QGNLERECIE ELCNKEEARE VFENDPETDY FYPKYLVCLR SFQTGLFTAA  
   101 RQSTNAYPDL RSCVNAIPDQ CSPLPCNEDG YMSCKDGKAS FTCTCKPGWQ  
   151 GEKCEFDINE CKDPSNINGG CSQICDNTPG SYHCSCKNGF VMLSNKKDCK  
   201 DVDECSLKPS ICGTAVCKNI PGDFECECPE GYRYNLKSKS CEDIDECSEN  
   251 MCAQLCVNYP GGYTCYCDGK KGFKLAQDQK SCEVVSVCLP LNLDTKYELL  
   301 YLAEQFAGVV LYLKFRLPEI SRFSAEFDFR TYDSEGVILY AESIDHSAWL  
   351 LIALRGGKIE VQLKNEHTSK ITTGGDVINN GLWNMVSVEE LEHSISIKIA  
   401 KEAVMDINKP GPLFKPENGL LETKVYFAGF PRKVESELIK PINPRLDGCI  
   451 RSWNLMKQGA SGIKEIIQEK QNKHCLVTVE KGSYYPGSGI AQFHIDYNNV  
   501 SSAEGWHVNV TLNIRPSTGT GVMLALVSGN NTVPFAVSLV DSTSEKSQDI  
   551 LLSVENTVIY RIQALSLCSD QQSHLEFRVN RNNLELSTPL KIETISHEDL  
   601 QRQLAVLDKA MKAKVATYLG GLPDVPFSAT PVNAFYNGCM EVNINGVQLD  
   651 LDEAISKHND IRAHSCPSVW KKTKNS 
 
Panel B: 
Match to: GAS6_HUMAN Score: 273 
Growth arrest-specific protein 6 OS=Homo sapiens  
Nominal mass (Mr): 81678; Calculated pI value: 5.84 
Taxonomy: Homo sapiens 
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications: Oxidation (M) 
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P 
Sequence Coverage: 6% 
 
Matched peptides shown in Bold Red 
 
     1 MAPSLSPGPA ALRRAPQLLL LLLAAECALA ALLPAREATQ FLRPRQRRAF  
    51 QVFEEAKQGH LERECVEELC SREEAREVFE NDPETDYFYP RYLDCINKYG  
   101 SPYTKNSGFA TCVQNLPDQC TPNPCDRKGT QACQDLMGNF FCLCKAGWGG  
   151 RLCDKDVNEC SQENGGCLQI CHNKPGSFHC SCHSGFELSS DGRTCQDIDE  
   201 CADSEACGEA RCKNLPGSYS CLCDEGFAYS SQEKACRDVD ECLQGRCEQV  
   251 CVNSPGSYTC HCDGRGGLKL SQDMDTCELE AGWPCPRHRR DGSPAARPGR  
   301 GAQGSRSEGH IPDRRGPRPW QDILPCVPFS VAKSVKSLYL GRMFSGTPVI  
   351 RLRFKRLQPT RLVAEFDFRT FDPEGILLFA GGHQDSTWIV LALRAGRLEL  
   401 QLRYNGVGRV TSSGPVINHG MWQTISVEEL ARNLVIKVNR DAVMKIAVAG  
   451 DLFQPERGLY HLNLTVGGIP FHEKDLVQPI NPRLDGCMRS WNWLNGEDTT  
   501 IQETVKVNTR MQCFSVTERG SFYPGSGFAF YSLDYMRTPL DVGTESTWEV  
   551 EVVAHIRPAA DTGVLFALWA PDLRAVPLSV ALVDYHSTKK LKKQLVVLAV  
   601 EHTALALMEI KVCDGQEHVV TVSLRDGEAT LEVDGTRGQS EVSAAQLQER  
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   651 LAVLERHLRS PVLTFAGGLP DVPVTSAPVT AFYRGCMTLE VNRRLLDLDE  
   701 AAYKHSDITA HSCPPVEPAA A 
 
Panel C: 
Match to: PROS_HUMAN Score: 149 
Vitamin K-dependent protein S OS=Homo sapiens  
Nominal mass (Mr): 77127; Calculated pI value: 5.48 
Taxonomy: Homo sapiens 
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications: Oxidation (M) 
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P 
Sequence Coverage: 23% 
Matched peptides shown in Bold Red 
1 MRVLGGRCGA LLACLLLVLP VSEANFLSKQ QASQVLVRKR RANSLLEETK  
    51 LCNKEEARE VFENDPETDY FYPKYLVCLR SFQTGLFTAA   QGNLERECIE E
   101 RQSTNAYPDL RSCVNAIPDQ CSPLPCNEDG YMSCKDGKAS FTCTCKPGWQ  
   151 GEKCEFDINE CKDPSNINGG CSQICDNTPG SYHCSCKNGF VMLSNKKDCK  
   201 DVDECSLKPS ICGTAVCKNI PGDFECECPE GYRYNLKSKS CEDIDECSEN  
   251 MCAQLCVNYP GGYTCYCDGK KGFKLAQDQK SCEVVSVCLP LNLDTKYELL  
   301 YLAEQFAGVV LYLKFRLPEI SRFSAEFDFR TYDSEGVILY AESIDHSAWL  
   351 LIALRGGKIE VQLKNEHTSK ITTGGDVINN GLWNMVSVEE LEHSISIKIA  
   401 KEAVMDINKP GPLFKPENGL LETKVYFAGF PRKVESELIK PINPRLDGCI  
   451 RSWNLMKQGA SGIKEIIQEK QNKHCLVTVE KGSYYPGSGI AQFHIDYNNV  
   501 SSAEGWHVNV TLNIRPSTGT GVMLALVSGN NTVPFAVSLV DSTSEKSQDI  
   551 LLSVENTVIY RIQALSLCSD QQSHLEFRVN RNNLELSTPL KIETISHEDL  
   601 QRQLAVLDKA MKAKVATYLG GLPDVPFSAT PVNAFYNGCM EVNINGVQLD  
   651 LDEAISKHND IRAHSCPSVW KKTKNS 
 
Panel D: 
GAS6_HUMAN Score: 115 
Growth arrest-specific protein 6 OS=Homo sapiens GN=GAS6 PE=1 SV=2 
Nominal mass (Mr): 81678; Calculated pI value: 5.84 
Taxonomy: systematic 
Fixed modifications: Carbamidomethyl (C) 
Variable modifications: Oxidation (M) 
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P 
Sequence Coverage: 2% 
Matched peptides shown in Bold Red 
 
     1 MAPSLSPGPA ALRRAPQLLL LLLAAECALA ALLPAREATQ FLRPRQRRAF  
    51 QVFEEAKQGH LERECVEELC SREEAREVFE NDPETDYFYP RYLDCINKYG  
   101 SPYTKNSGFA TCVQNLPDQC TPNPCDRKGT QACQDLMGNF FCLCKAGWGG  
   151 RLCDKDVNEC SQENGGCLQI CHNKPGSFHC SCHSGFELSS DGRTCQDIDE  
   201 CADSEACGEA RCKNLPGSYS CLCDEGFAYS SQEKACRDVD ECLQGRCEQV  
   251 CVNSPGSYTC HCDGRGGLKL SQDMDTCELE AGWPCPRHRR DGSPAARPGR  
   301 GAQGSRSEGH IPDRRGPRPW QDILPCVPFS VAKSVKSLYL GRMFSGTPVI  
   351 RLRFKRLQPT RLVAEFDFRT FDPEGILLFA GGHQDSTWIV LALRAGRLEL  
   401 QLRYNGVGRV TSSGPVINHG MWQTISVEEL ARNLVIKVNR DAVMKIAVAG  
   451 DLFQPERGLY HLNLTVGGIP FHEKDLVQPI NPRLDGCMRS WNWLNGEDTT  
   501 IQETVKVNTR MQCFSVTERG SFYPGSGFAF YSLDYMRTPL DVGTESTWEV  
   551 EVVAHIRPAA DTGVLFALWA PDLRAVPLSV ALVDYHSTKK LKKQLVVLAV  
   601 EHTALALMEI KVCDGQEHVV TVSLRDGEAT LEVDGTRGQS EVSAAQLQER  
   651 LAVLERHLRS PVLTFAGGLP DVPVTSAPVT AFYRGCMTLE VNRRLLDLDE  
   701 AAYKHSDITA HSCPPVEPAA A 
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 First, ProS preparation (20  g) were subjected to a Nano-liquid chromatography on a C18 
column with a 20-85 % acetonitrile gradient coupled to mass spectrometry. The only peak 
observed (at 45% acetonitrile) corresponded to Human ProS mass. Furthermore, a more 
sensitive technique consisting in analyzing tryptic digest fragments of the protein preparations 
under study by nano-UPLC coupled to tandem mass spectrometry (MS/MS). We first 
determined using this approach that the lowest threshold (in term of concentration) for 
detecting Gas6 is 35 ng/ l!per injection (4  l). We then added this amount to the highest 
concentration of human ProS that could be solubilized (5 µg/ l) and were able to detect the 
presence of Gas6 in the mixture. We then analyzed pure human ProS (5 µg/ l" and did not 
detect the presence of Gas6. We show in Panel A, the results obtained when tryptic digests of 
of commercial pure ProS (2  g/ l) were analyzed, 8 tryptic fragments that matched with 
human ProS sequence with a score of 458 were detected and no fragments matching Gas6 
sequence were detected. We show in Panel B, the results obtained when tryptic digests of 
commercial pure Gas6 (35 ng/ l) was analyzed, 3 tryptic fragments that matched with human 
Gas6 with a score of 273 were detected. We show in panels C and D, the results obtained 
when we first prepared a mixture containing ProS (2.5 µg/ l) and Gas6 (17.5 ng/ l) were 
subjected to trypsin and the tryptic digest fragments were analyzed. 8 tryptic fragments that 
matched with human ProS with a score of 149 and 2 tryptic fragments that mached with 
human Gas6 with a score of 115 were detected implying that if Gas6 was present in protein S 
preparation used in the analysis depicted in panel A we would have detected it. To perform 
these expirements the following method was followed. The reduced and alkylated proteins 
were digested overnight at 37°C with trypsin (trypsin:protein, 1:20, w/w). The digestion was 
stopped with trifluoroacetic acid (pH 2-3). The tryptic peptides were dried under vacuum and 
then resuspended in a solution of 0.1% formic acid before analysis by MS. Mass 
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spectrometric analysis was carried out using a quadrupole-time of flight hybrid mass 
spectrometer equipped with a TWIM cell (Synapt HDMS G2, Waters Corp., Manchester) 
coupled with a Nano-UPLC (nanoAcquity, Waters Corp., Manchester). The tryptic peptides 
were desalted on a 180 µm internal diameter/20 mm length C18 nanoAcquity column 
(Symmetry, Waters Corp., Manchester) and then loaded on a 75 µm internal diameter/150 
mm length C18 nanoAcquity column (BEH130 C18, Waters Corp., Manchester). The peptide 
mixture was eluted with 3% to 95% acetonitrile containing 0.1% formic acid over 45 minutes 
at a flow rate of 300 nl/min. Mass data acquisitions were piloted by Masslynx software 
(Micromass) using automatic switching between MS and coupled tandem mass spectrometry 
(MS/MS) modes. The survey scan (0.5s) was obtained over the mass range of m/z 500 to 
2000 in the positive ion mode with a cone voltage of 25 V. When the signal reached a user-
defined threshold (900 counts/s), peptide precursor ions could be selected for MS/MS scan 
(3s) over the mass range m/z 50-2000. Fragmentation was performed using argon as the 
collision gas and with a collision energy profile (20-50 eV) optimized for various mass ranges 
of precursor ions. The selected precursor ions were automatically included in the exclusion 
list. The database search was performed with the MASCOT search tool (Matrix Science, 
London, United Kingdom) screening SWISS-PROT. The following search settings were used: 
maximum missed cleavages: 1; Peptide Mass Tolerance : ± 10 ppm; MS/MS fragment 
tolerance: ± 0.1 Da; minimum ion score confidence interval for peptides: 90%; Mass values: 
Monoisotopic. Carbamidomethyl (c) and Oxidation (M) were respectively selected as fixed 
and variable modifications. 
 10
Supplementary Figure S5. Analysis of TAM receptors expression 48 hours post siRNA 
silencing. 
 
Panels A and B depict the effectiveness and the specificity of targeted siRNA silencing of 
Tyro3, Axl and Mer gene expression studied by western blot analysis (A) or by real-time 
qPCR (B) 48 hours post siRNA transfection. Protocol used is the same as described in Figure 
6. Data were obtained from 3 independent experiments each in triplicate ± SD *** P<0.001 ; 
** P<0.01 ; ns: non significant. For panel A, equivalent amounts of protein were resolved by 
SDS-PAGE, transferred to a PVDF membrane and probed with either anti-Mer, anti-Axl or 
anti-GAPDH antibodies. 
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Supplementary figure S6. Western blot analysis confirming Mer receptors gene 
silencing 24 and 48 hours post transfection with 5 nM siRNA 
 
Panels A and C depicts analysis of Mer expression respectively 24 and 48 hours post 
transfection of ECs with with either siRNA control or Mer siRNA used at 5 nM in 
comparison with untransfected cells that were exposed or not to the transfecting agent 
(vehicle). Equivalent amounts of protein were resolved by SDS-PAGE, transferred to a PVDF 
membrane and probed with either anti-Mer, or anti-GAPDH antibodies. Intensity of bands 
was quantified and is represented in panels B for 24 hours post-transfection and D for 48 
hours post-transfection as a percentage of control of the ratio of Mer over GAPDH. Data were 
obtained from 3 independent experiments are expressed as percentages of control ± SD * 
P<0.05; ns: non significant. 
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SupplementaryFigure S7. Mouse tyrosine kinase receptor Mer is activated by human 
ProS 
 
In panel A, Sub-confluent mouse TM4 cells (a murine Sertoli cell line known to express Mer 
receptor Tang H et al., Haematologica. 2009) were exposed to human ProS (10 µg/ml) for the 
indicated times and equal amounts of protein extracts were resolved by SDS-PAGE, 
transferred to a PVDF membrane and probed sequentially with anti-phosphorylated Mer, anti-
Mer and anti-actin antibodies. Anti-mouse phospho-Mer, and anti-mouse Mer 101-AP 
antibodies from FabGennix (FabGennix Inc., Frisco, TX). The anti-actin antibody was 
purchased from Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) .Sub-confluent mice TM4 cells (a 
mice Sertoli cell line known to express Mer receptor) were exposed to human ProS 
(10µg/ml), lysed and equivalent amounts of proteins form each sample were resolved by 
SDS-PAGE, transferred to a PVDF membrane and probed with either anti-phosphorylated 
Mer or anti-GAPDH antibodies. In panel B, each phspho-Mer band intensity was quantified 
and expressed as a ratio of its corresponding total Mer protein band. Values for control 
untreated cells were assigned a ratio of 100%.  
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Mécanismes cellulaires et moléculaires activés par le facteur anticoagulant,  
la protéine S, sur les cellules endothéliales et lors de l’angiogenèse 
------------------------------------------------------------------------------------- 
L’angiogenèse est un processus physiologique qui correspond à la formation de 
nouveaux vaisseaux sanguins à partir d’un réseau vasculaire préexistant et est régulée par 
l’équilibre entre les facteurs endogènes pro- et anti-angiogéniques. La rupture de cet équilibre 
est associée à de nombreuses pathologies dont l’ischémie, la rétinopathie ou encore la 
progression tumorale. Etant donné que les cellules endothéliales, principal type cellulaire 
composant les vaisseaux sanguins expriment les récepteurs à activité tyrosine kinase du 
facteur anticoagulant, la protéine S, Tyro3, Axl et Mer et produisent de la protéine S, 
l’objectif de ce travail est d’étudier le rôle, de la protéine S dans l’angiogenèse. Dans la 
première partie de ce travail, nous avons montré in vivo que la protéine S inhibe l’angiogenèse 
induite par les facteurs pro-angiogéniques (VEGFA et FGF2). Parallèlement, nous avons 
observé in vitro une inhibition par la protéine S de la prolifération et de la migration des 
cellules endothéliales induites par le VEGFA. Cet effet est corrélé à l’inhibition par la 
protéine S des voies de signalisation des MAP-Kinases Erk 1/2 et de la phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3K) induites par le VEGFA. Nous avons ensuite mis en évidence, par l’utilisation 
d’inhibiteurs pharmacologiques et de petits ARN interférents, que la protéine S inhibe, via 
l’activation du récepteur Mer et le recrutement de la protéine phosphatase SHP2, l’activation 
du VEGFR2, le principal récepteur du VEGFA. Dans la deuxième partie, nous avons montré 
de manière intéressante que le rôle joué par la protéine S lors de l’angiogenèse est plus 
complexe, puisqu’elle est capable d’activer directement la voie de signalisation des MAP-
Kinases Erk 1/2 et d’induire la prolifération des cellules endothéliales. Ces effets cellulaires et 
moléculaires requièrent l’activation du récepteur Mer, puis le recrutement de la protéine 
kinase SRC permettant alors l’activation de la protéine phosphatase SHP2 responsable de 
l’activation de la voie des MAP-Kinases Erk 1/2. Nos résultats décrivent pour la première fois 
un rôle régulateur de la protéine S sur l’angiogenèse in vitro et in vivo, ce qui ouvre la voie au 
développement de nouveaux traitements pro- ou anti-angiogéniques. 
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